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1. EXPOSICIÓN GENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR
La identidad biológica de los peces se establece basándose en sus
caracteres anatomo-biológicos. Sin embargo, muchos pescados se someten
después de su captura a operaciones de evisceración, fileteado, picado, etc.,
antes de su venta al público o a las industrias de transformación. Una vez que
el pescado se ha procesado, resulta muy dificil identificar la especie de
procedencia.
En la actualidad, los hábitos de consumo, los avances tecnológicos y el
comercio internacional, han contri buido apotenciar el consumo de pescado en
la población humana. Este aumento del consumo también está relacionado con
el incremento de la oferta de pescados procedentes de diversos paises y que se
presentan al consumidor fileteados, congelados, turnados, enlatados o
incluso precocinados. Por otra parte, la idiosincracia de los consumidores
tiende a concentrar la demanda en un reducido grupo de especies, las cuales
alcanzan un elevado precio en el mercado. La diferencia de precios favorece
la sustitución de las especies de mayor valor económico por las menos
valoradas, tanto en las pescaderías como en los establecimientos de
restauración colectiva. Este hecho, además de constituir un fraude, tiende a
perpetuar la desinformación de los consumidores y la marginación en el
mercado de un gran número de especies, muchas de ellas con un excelente
valornutritivo y culinario (Penedo y col., 1992; Sotelo y col., 1993).
En la identificación de pescados ahumados, uno de los mayores
problemas radica en la diferenciación del salmón atlántico1 (Salmo salar), la
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y la palometa (Brama rau). La
diferenciación de piezas de salmón y trucha ahumados es, en ocasiones, dificil
ya que ni el tamaño (se crían truchas de 8 kg o más), ni el color de la carne, m
el sabor constituyen parámetros fiables de identificación. El dibujo del corte
de lapieza tampoco garantiza su diferenciación. Por ello, lapuesta a punto de
un método de análisis eficaz, rápido y barato que pennitiese la identificación
de las especies de pescado ahumado citadas cuando se carece de base
(1) Las especies de peces, una vez nombradas en latín, aparecerán con su nombre
en castellano.
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anatómica, tendría un interés extraordinario para detectar los productos
adulterados o etiquetados incorrectamente y para ofrecer una mayor
protección a las empresas de transfonnación y a los consumidores.
Los métodos analíticos utilizados en la diferenciación de especies de
pescado incluyen técnicas electroforéticas (Hamilton, 1982; Laird y col.,
1982; Aa y col., 1988; Penedo y col., 1992; Gallardo y col., 1995),
cromatografia en fase liquida, HPLC (Osman y col., 1987; Armstrong y col.,
1992), técnicas inmunológicas (Taylor y col., 1994a) y técnicas genéticas
(Bartlett y Davidson, 1992). Las técnicas electroforéticas y cromatográficas
generan perfiles electroforéticos o cromatográficos complejos y bastante
similares para las distintas especies de pescado, lo que dificulta su correcta
identificación. Por otra parte, tanto las técnicas electroforéticas, como las
cromatográfl cas e ininunológicas desarrolladas hasta el momento para la
identificación de especies de pescado, están basadas en el análisis de las
proteínas musculares solubles y los resultados obtenidos pueden verse
afectados por los tratamientos tecnológicos a que se somete el pescado. Por el
contrario, la estabilidad del AUN y la cantidad de información que contiene,
confieren a esta molécula unagran especificidad que permite la diferenciación
de especies (Bartlett y Davidson, 1991; Hartley y col., 1992; Pendas y col.,
¡995).
Actualmente, entre las técnicas que se están aplicando con mayor éxito
en el análisis de alimentos se encuentran las imnunológicas, basadas en la
visualización objetiva de la interacción entre un antígeno y su correspondiente
anticuerpo, y las genéticas, que se basan en el reconocimiento especifico de
fragmentos de ADN (Sharpe, 1994; Fung, 1995).
En este trabajo de investigación se planteó, en primer lugar, la
utilización de técnicas inmunológicas, y posteriormente genéticas, para
identificar muestras frescas y ahumadas de tres especies de pescado: salmón
atlántico, trucha arco iris y palometa. Los objetivos que se pretendían
desarrollarfueron los siguientes:
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1. Obtención de anticuerpos policlonales frente a proteínas musculares
solubles de salmón, trucha y palometa ahumados, y el desarrollo de
técnicas inmimoenzimáticas (ELISA) para identificar dichas
especies.
2. Identificación y selección de marcadores genéticos (mitocondriales
y nucleares) que penuitieran, con la utilización de técnicas como la
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), secuenciación de
fragmentos de ADN y digestión con enzimas de restricción, obtener
patrones característicos del salmón, trucha y palometa para su
correcta identificación.
En la última década, las técnicas mmunoenzimáticas (ELISA) han
experimentado un notable desarrollo y difusión en la industria alimentaria.
Las ventajas de los métodos mmunoenzunáticos derivan de su sensibilidad,
rapidez y bajo coste. Además, estas técnicas son objetivas y automatizables y
los reactivos que utilizan son estables (Rittenburg, 1990). Son muchos los
ensayos inmunológicos desarrollados en los últimos años para la detección y
cuantificación de hormonas, plaguicidas, antibióticos, micotoxinas y proteínas
en productos lácteos o cárnicos (Fukal, 1991; Samarajeewa y col., 1991;
González y col., 1993; Anguitay col., 1995). Sin embargo, quizás debido a la
variedad de especies de pescado comercializadas, los trabajos inmunológicos
realizados son escasos (Aa y col., 1990; Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto,
1993; Taylor y col., 1994a). Por ello, el primer objetivo de este trabajo ha
consistido en la obtención de anticuerpos y el desarrollo de técnicas
unnunológicas, que pennitieran diferenciar especies de interés comercial
como el salmón, truchay palometa ahumados. Para ello fue necesario:
1. Inmunizar lotes de conejos con las proteínas musculares solubles de
salmón, truchay palometa ahumados.
2. Comprobar, mediante técnicas de ELISA indirecto, si los
inmunosueros obtenidos reconocían a proteínas musculares solubles
de especies de pescado distintas de aquéllas frente a las que se
obtuvieron.
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3. Obtener anticuerpos especie-específicos a partir de los
inmunosueros obtenidos en la fase anterior. Para ello se utilizaron
técnicas de inmunoadsorción con proteínas musculares solubles de
las especies heterólogas.
4. Utilizar los anticuerpos especie-específicos para desarrollar y poner
a punto técnicas de ELISA que permitieran diferenciar las especies
de pescado citadas.
Otra aproximación metodológica para la diferenciación de especies de
pescado y con un gran potencial de desarrollo en los próximos años, consiste
en la utilización de técnicas genéticas (Sotelo y col., 1993). Los avances
realizados en los últimos años en las técnicas de ingeniería genética, y en
concreto, el desarrollo y puesta a punto de la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR), han marcado un antes y un después en todas las áreas de
investigación biomédica y han demostrado ser muy eficaces en la detección de
numerosos microorganismos patógenos y alterantes de los alimentos (Hill,
19%; Gutiérrez y col., 1997, 1998; González y col., 1999), aplicándose
también con éxito en la identificación del origen animal de una canie en
productos cárnicos (Chikuni y col., 1990, 1994; Winter~ y Thomsen, 1990;
Ebbeh4,j y Thomsen, 1991a; Carnegie, 1994), identificación de especies de
pescados (Bartlett y Davidson, 1991, 1992; Hartley y col., 1992; Rehbein y
col., 1995, 1997; Ram y col., 1996), detección de proteína de soja (Meyer y
col., 1993), gluten (Davidson y Bridges, 1987) y alimentos transgénicos
(Meyer y Candrian, 19%).
Recientemente, se ha realizado un esfuerzo notable para identificar
marcadores genéticos que han pennitido realizar numerosos estudios sobre la
evolución y migraciones de determinadas especies marinas. El diseño de estos
marcadores genéticos se ha basado en el análisis del ADN, primero en el
mitocondrial (ADNmt) y posteriormente en el nuclear (ADNn). Algunas de
las ventajas de la utilización de marcadores genéticos en la identificación de
especies son:
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• La cantidad de muestra requerida para el análisis es mínima.
• Existen muchos marcadores genéticos potenciales.
• Se pueden detectar mutaciones que no conllevan cambios en la
composición aminoacidica ni en la movilidad electroforética de las
proteínas y que, en consecuencia, no podrían ponerse de manifiesto
mediante el análisis electroforético de las mismas.
Muchos de los marcadores genéticos que se han utilizado en el estudio
de poblaciones marinas están basados en el ADN mitocondrial (Kocher y col.,
1989; Bartlett y Da’ddson, 1992; Cronin y col, 1993; Chow y Ushiarna,
1995). Desde un punto de vista filogenético, el ADNmt al ser haploide, ofrece
numerosas ventajas para el estudio de la evolución de las especies. Además,
cada célula contiene muchas copias de ADN mitocondrial, a diferencia de lo
que ocurre con el ADN nuclear.
Los marcadores genéticos basados en el ADN mitocondrial ponen de
manifiesto cambios en la secuencia del ADN, como resultado de mutaciones
puntuales que incluyen sustituciones de bases. Recientemente, en la
identificación de especies, la atención se ha centrado en determinar las
diferencias que se observan en el número de copias repetidas de un fragmento
de ADN (Hartley y Davidson, 1994). Estas secuencias repetitivas se clasifican
de acuerdo al tamaño decreciente del número de bases en satélites,
minisatélites y microsatélites. De ellos, los minisatélites y los microsatélites
han sido los más utilizados en la identificación de especies.
Además de la utilidad de los minisatélites y microsatélites para la
identificación de especies, cada vez es mayor el número de secuencias de
genes nucleares específicos que están disponibles en las bases de datos. Con
esta información se pueden diseñar cebadores para amplificar genes que
permitan establecer diferencias entre especies relacionadas.
En una etapa de máxima expansión de las técnicas de PCR en el
análisis de los alimentos, consideramos que su aplicación a la diferenciación
de salmón, trucha y palometa ahumados es importante para disponer de una
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herramienta útil que facilite la identificación inequívoca de dichas especies.
Para llevar a cabo los objetivos propuestos fue necesario:
1. Buscar en las bases de datos (GenBank y EMBL) las secuencias de
nucleátidos de diversos genes mitocondriales y nucleares de las
especies de interés, como el citocromo b, NADH deshidrogenasa,
12S y 16S ARNr, ATPasa,p53, etc.
2. Utilizar las secuencias disponibles, para diseñar cebadores
adecuados que permitieran amplificar fragmentos génicos en las
especies de interés.
3. Extraer el ADN de las muestras de pescado fresco y ahumado.
4. Utilizar los cebadores diseñados y la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) para amplificar las secuencias correspondientes a
partir del ADN de las muestras seleccionadas.
5. Secuenciar los productos de PCR obtenidos a partir del ADN de
varios individuos de las distintas especies, para encontrar
diferencias entre las secuencias de nucleótidos que se puedan poner
de manifiesto por la comparación de sus mapas de restricción.
6. Una vez seleccionadas las endonucleasas de restricción apropiadas,
se analizaron diferentes muestras para obtener perfiles de
restricción característicos de cada especie.
En la actualidad, el consumo de pescado procesado en nuestro país es
creciente. La ausencia de técnicas rápidas y fiables que pennitan verificar la
autenticidad de las especies de procedencia cuando se carece de base
anatómica, representa un problema para las empresas que adquieren estos
productos, así como para los Servicios de Control de la Administración,
encargados de garantizar el correcto etiquetado de las especies de pescado
puestas a la venta. Por ello, consideramos que el desarrollo de marcadores
innmnológicos y genéticos, podría tener un gran mterés en programas de
inspección encaminados a detectar la sustitución fraudulenta de especies o el
etiquetado incorrecto de los productos comercializados.
II. INTRODUCCIÓN
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11.1. SITUACIÓN GENERAL DEL MERCADO PESQUERO
Desde tiempos remotos, el consmno de los productos del mar ha
desempeñado un papel decisivo en las zonas costeras. A diferencia de otros
recursos marinos, el pescado está sujeto aun proceso de renovación continuo,
y sólo la actuación del hombre en fonna de sobrepesca o de contaminación
del medio ambiente podria poner fin a este eterno ciclo biológico. Sin
embargo, en la actualidad, debido a la elevada demanda de pescado, muchas
especies de peces e invertebrados marinos se producen y explotan en
condiciones controladas en factorías de acuicultura. Los peces son organismos
muy eficientes en la conversión de proteína alimenticia en proteína corporal,
eficiencia superior a la que presentan los animales de abasto. Salmones
(Salmo salar), truchas (Oncorhynchus mykiss>, carpas (Cyprinus carpio),
atunes (Thunnus íhynnus), doradas (Sparus aurata), lubinas (Dicentrarchus
labrax), rodaballos (Psetta maxima) y otras especies se obtienen actualmente
en acuicultivos y, en el futuro, la explotación industrial del pescado en
piscifactorías está llamada a experimentar un gran desarrollo (Sikorski, 1994).
El sector pesquero mundial se caracteriza por una elevada
concentración productiva en determinadas zonas que no se corresponde
necesananiente con la distribución geográfica del consumo (en general, el
pescado sigue siendo inés apreciado en las dietas de los países desarrollados).
La tendencia en el comercio pesquero internacional se dirige hacia un
aumento de la dependencia de los países desarrollados respecto de los
suministros externos (Juárez, 1997). En la Tabla 1, se refleja la evolución de
las capturas de los principales productores de pescado, destacando el
crecuniento de dichas capturas en paises como China y Noruega, mientras que
descienden en otros como Japón y Canadá.
Japón, Estados Unidos y los países miembros de la Unión Europea
(salvo Irlanda, Dinamarca, Suecia y el Reino Unido) no son autosulicientes y
recurren a los mercados internacionales para satisfacer las necesidades de su
consumo interno. Otros, como Noruega, Islandia, Canadá, paises
sudamericanos y gran parte de los asiáticos, se están consolidando como
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AÑOS
1993 1994
PaÍs 1990 199 1996
China 7.765.379 8.396.158 9.386.499 10.485.113 11.834.045 13572727 15.189.789
Perú 6.868.905 6.898.106 7.502.066 9.003.509 11.999.217 8.937.342 9.515.048
Chile 5.162.773 5.958.878 6.433.314 5.948,45! 7.720.578 7.433.864 6.692.653
Japón 9.549.979 8.497.748 7.683.899 7.247,828 6.617.308 5.967.290 5.964.090
Estados 5.555.475 5.126.791 5.190.717 5.522.917 5.535.349 5.224.567 5.000.799
Unidos
RusiaFod. 7.553.544 6.895.699 5.507.465 4.370.009 3.705.082 4.311.809 4.675.731
Noruega 1.596.672 2.012.110 2.430.61? 2.415.118 2.333.100 2.525.078 2.638.464
Islandia 1.505.312 1.047.395 1.574,682 1.715.581 1.556.962 1.612.548 2.060.168
Dinamarca 1.475.711 1.751.154 1.953.834 1.613.906 1.873.335 1.999.033 1.681.517
España 1.096.281 1.047.913 1.084.022 1.092.831 1.129.960 1.14182<1 1.4>53.314
Canadá 1.637.730 1.458.230 1.291.999 1.131.484 1.022.747 868.086 900.806
Reino Unido 760.118 790.604 813.083 860.200 877.931 909.902 867.773
Francia 610.477 571.630 570.916 583.001 572.708 601.695 542.187
Suecia 250.982 237.016 307.545 341.897 386.814 404.586 370.881
PaísesBajos 406.242 407.166 432.970 461.756 420.053 438.092 363.283
Italia 381.688 405.894 396.103 395.309 396.267 394.020 358.736
Irlanda 215.736 233.290 249.159 278.577 293.616 385.356 332.878
Portugal 318.173 319.636 293.169 287.772 263.187 260.519 260.385
Alemania 326.302 232 430 216 890 253.010 230.063 239.753 236.573
Total 83.886.200 85.088.400 86.208.800 81~278.800 92.682.906 93.001.100 94.623.400
* toneladas métricas
Fuente: FAO., Estadísticas de Pesca, 1998.
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abastecedores de otros (Tabla 2). Todas estas circunstancias configuran un
macado pesquero caracterizado por una elevada concentración del comercio
(entre Japón y la Uf. absorben más deI 65% de las importaciones pesqueras
mundiales) y por la tendencia a que los paises en vías de desarrollo
incrementen sus exportaciones en detrimento de las importaciones (Suris y
Otero, 1997).
En los últimos años, la necesidad de adaptación a la Política
Coinunitaria Pesquera, ha condicionado el desarrollo del sector pesquero
español, tanto en su vertiente extractiva (descenso en las capturas,
adaptaciones en las flotas, formación de empresas mixtas, etc.), como en los
aspectos comerciales referidos al macado interior y al comercio internacional
de pescado.
Respecto a la evolución del mercado interior pesquero en España,
conviene resaltar que la importancia relativa del pescado en el consumo
alimentario global permanece estable (Figura 1).
Por lo que se refiere al comercio exterior, el mercado español se ha
hecho muy dependiente de los suministros externos de pescado. El
mantenimiento de un elevado consumo medio, unido al descenso y posterior
estabilidad de los desembarcos, han propiciado el aumento de las
importaciones para satisfacer las necesidades de la demanda interna (Tabla 2).
En ténninos generales, se importa pescado fresco, congelado,
crustáceos y moluscos, mientras que se exportan pescado congelado,
moluscos y conservas. El principal destino de las exportaciones se localiza en
el resto de los países comunitarios (Portugal e Italia de forma destacada),
mientras que el origen de las importaciones es más variado (Argentina,
Namibia, Reino Unido, Portugal, Chile, etc.).
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Importaciones* Exportaciones*
País 1994 1995 1996 PsIs 1994 1995 1996
Europa 18.133.031 20.172.209 20.960.540 Europa 13.686.079 15.065.426 ¡6.537.287
Japón 16.140465 17.853.481 17.023.945 Tailandia 4.190.036 4.449.457 4.117.865
Estados 7.043.431 7.141.428 7.080.411 Noruega 2.735.485 3.122.662 3.415,696
Unidos
Francia 2.796.719 3.221.298 3.194.133 Estados 3.229585 3.383.589 3.147.858
Unidos
EspiaBa 2.638.737 3.105.684 3.134.893 China 2.320.125 2.835.021 2.856,986
Italia 2.257.462 2.281.316 2.590.985 .. Dinamarca 2.359034 2.459.629 2.698.976
Alemania 2.316.449 2.478.817 2.542.957 .. Canadá 2.182.078 2.314.413 2.291.261
Reino 1.880.350 1.910.091 2.065.025 . Chile 1.303.974 1.704.260 1.697.258
Unido
HongKong 1.647.106 1.831.511 1.928.143 . Rusia 1.720.459 1.635.145 1.686,162
Dinamarca 1.415.239 1.573.732 1.618.669 Indonesia 1.583.416 1.666.752 1.678.222
China 855.706 941.293 1.184.170 Corea >411.052 1.564.878 1.512,992
Canadá 913.404 1.034.070 1.158.864 PaisesBajos 1.435.824 1.447.239 1.470.046
Portugal 669.888 763.245 782.858 spala 1.OflOlS 190$74 1.461.486
Noruega 324.142 490.383 535.642 . Islandia 1.264.615 1.342.552 1.425.837
Brasil 261.453 397.574 481.552 ... PerÚ 979.502 869.727 1.120.391
* en miles de EE.UU.$
Fuente F A O Estadísticas de Pesca, 1998
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11.1.1. PRODUCCIÓN DE SALMÓN Y TRUCHA
Debido a la limitación de los recursos marinos y a la política de
reducción de la flota pesquen de la Unión Europea, la acuicultura ha
experimentado un gran desarrollo en nuestro país.
La acuicultura consiste en la reproducción, total o parcial, del ciclo
biológico natural de algunas especies acuáticas, controlando estos organismos
y el hábitat donde se desarrollan. Existen dos grandes modalidades de cultivo:
el cultivo marino (dorada, lubina, rodaballo, salmón, etc.) y el cultivo
continental (truchas). Ambos cultivos pueden ser explotados de forma
extensiva (sin alteración del medio de cría) o de forma intensiva (control del
ciclo y del medio).
En los últimos años se ha producido una expansión del cultivo
intensivo en granjas marinas, debido a la gran demanda comercial de
productos marinos (dorada/lubina), la peculiaridad de nuestro litoral y las
subvenciones tanto del Estado como de la Unión Europea. En el periodo
comprendido entre 1985 y 1996, la producción pasó de ser virtualmente nula a
30.000 toneladas anuales, lo que representó cerca del 200% de las capturas
tradicionales de estas especies. Se estima que antes del final del siglo, la
producción será de 45.000 toneladas y3 de cada 4 doradas/lubinas procederán
de granjas acuícolas marinas. No obstante, el peso específico de la acuicultura
marina de dorada/lubina, sin olvidar el cultivo del rodaballo, es reducido en
comparación con los cultivos de truchas y salmones (Doyelle, 1997).
Los salmónidos pertenecientes al género Salmo más representativos de
nuestra fauna piscícola son el salmón atlántico y la trucha común o Salmo
t¡’rata fario. El primero se interna en algunos ríos de la cornisa cantábrica
entre noviembre y febrero, correspondiendo con la época de desove, mientras
que la trucha común está ampliamente distribuida por los ríos y arroyos de
nuestra peninsula.
La trucha arco iris se introdujo en la peninsula a finales del siglo
pasado procedente del Pacifico, y con el paso de los altos se ha adaptado a la
climatología y orografia, de tal forma que prácticamente ha desplazado a la
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trucha común. Comparada con otras especies de salmónidos, la trucha arco
iris se adapta bien a la cautividad, con comportamientos menos agresivos que
la trucha común, por lo que sus cualidades naturales para la explotación
industrial son muybuenas (Blanco, 1994).
En los últimos años, la población de salmón atlántico se ha reducido
notablemente en Europa occidental, al igual que en el norte de España
(Asturias y Galicia) debido al deterioro de los hábitats naturales, y a la pesca
masiva en alta mar y en los ños (Larinier y Dartiguelongue, 1989). Islandia es
uno de los países que más se han preocupado por la subsistencia de esta
especie, estableciendo programas de incubación y suelta de alevines. La
mayor parte del salmón atlántica que se consume en Europa procede de
instalaciones cenadas, en las que tiene lugar el ciclo completo, realizándose el
engorde en jaulas flotantes situadas en lugares resguardados de la costa,
destacando por su producción Noruega y Escocia. Conviene señalar que el
salmón era una especie poco conocida hasta hace unos ellos por los
consumidores españoles, pero se ha ido abriendo paso en el mercado gracias a
la calidad y bajos precios que ofertan los exportadores noruegos.
La producción acuícola española es un sector económico en ascenso
que se afianza lentamente, aunque todavía depende mucho de la producción
del mejillón (Mytilus edulís>, que junto con la trucha arco iris constituyen las
producciones más sobresalientes. En 1995, la producción acuícola alcanzó un
valor de 29.522 millones de pesetas, de los que 13.640 millones
correspondieron a la producción de peces, destacando la trucha arco iris con
6.600 millones de pesetas, la dorada con 3.192 millones de pesetas y el
rodaballo con 2.335 millones de pesetas.
Según datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, en
1996 estaban en actividad 153 piscifactorías continentales privadas. Su
producción en 1995 fue de 21.628 toneladas, de las que la mayor parte
correspondieron a la trucha arco iris (21.571 toneladas) (Anónimo, 1997a).
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11.1.1.1. Pescados ahumados
Entre los productos de la pesca transformados, la producción que más
se ha incrementado en España es la de ahumados. El 47% de la producción de
ahumados corresponde a salmón, a pesar de lo cual España es aún deficitaria
en este tipo de productos (Tabla 3).
De las importaciones de pescados ahumados, el 80% son de salmón y
proceden principalmente de lslandia y de Dinamarca. Hay que aclarar que de
“Islandia y Dinamarca” procede el salmón ahumado, aunque lo más frecuente
es que el salmón se importe fresco, fundamentalmente de Noruega y Escocia,
y se procese en España, para su comercialización como ahumado (Vieites,
1994). De hecho, el salmón Noruego es la materia prima utilizada para
elaborar más del 600/o de la producción nacional de salmón ahumado. En la
última década ha aumentado considerablemente el volumen de producción de
ahumados. Sin embargo, el valor económico de la producción permanece
estable, debido principalmente a que en los últimos años han aparecido un
gran número de empresas que compiten en precios. Además, han aumentado
fuertemente las importaciones y la diferenciación de productos en este
subsector es baja. A pesar de que las empresas del sector ofrecen una mayor
variedad de productos, los consumidores españoles signen demandando
salmón, trucha y palometa, muy por encima de los demás. Esto no impide que
surjan productos nuevos, como el hígado de bacalao (Gadus morhua)
ahumado o lomo y ventresca de salmón, entre otros.
11.1.1.2. Marco legislativo para la comercialización y elaboración de
productos pesqueros.
El marco legislativo que sirve de referencia para la elaboración y
comercialización de pescados ahumados en España, viene definido en el Real
Decreto 1.437/1992 de 27 de noviembre (B.O.E. número 11, de 13 de enero
de 1993), por el que se fijan las normas sanitarias aplicables a la producción y
comercialización de los productos pesqueros y de la acuicultura; el Real
Decreto 1334/1999 de 31 de julio (B.O.E. número 202, de 24 de agosto de
1999), por el que se aprueba la Norma General de Etiquetado, Presentación y
Publicidad de productos alimenticios; el Real Decreto 1.882/1994 de 16 de
Introducción 17
1
País 1994 1995 1996
Dinamarca
Francia
Reino Unido
Japón
Alemania
Estados Unidos
Bélgica
Italia
Noruega
Espafis 1.499 1.757 1.976
Canada 1.020
Total 61.098
1.100
66.870
658
72,112
* toneladas métricas
9.056
11.500
11.000
9.813
12.000
11.000
7.549
6.986
6.234
5.108
13.590
12.010
12.000
8.612
6.084
3.294
2.625
2.500
2.180
3.859
2.333
2.500
2.039
4.084
2.802
2.500
2.350
Fuente: FAO., Estadísticas de Pesca, 1998
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septiembre (B.O.E. número 249, de 18 de octubre de 1994), por el que se
establecen las condiciones de sanidad animal aplicables a la puesta en el
mercado de animales y productos de la acuicultura; y el Real Decreto
331/1999 de 26 de febrero (B.O.E. número 66, de 18 de marzo de 1999), que
contiene el conjunto de especificaciones que han de cumplir, en las diversas
fases de comercialización en Espafia, los productos de la pesca y de la
acuicultura, tanto de la Unión Europea como de países terceros. Según
establece el articulo 4 del Real Decreto 331/1999: “Todos los productos
pesqueros frescos, refrigerados o cocidos, además de cumplir con lo
establecido en el Real Decreto 212/1992 y el Real Decreto 1.437/1992,
deberán llevar en el envase o embalaje correspondiente, y en lugar bien
visible, una etiqueta cuyas dimensiones inininias han de ser de 14 centímetros
de longitud por 4 centimetros de altura, en la que en caracteres legibles e
indelebles se contemplen como minimo las siguientes especificaciones”:
• País de origen
• Categoría de calibre
• Categoría de frescura y fecha en que ésta se determine
• Peso neto, en kilogramos, para productos envasados
• Nombre cientifico y comercial de la especie
• Forma de obtención
• Modo de presentación y tratamiento
• Expedidor, número de autorización oficial y domicilio
La exigencia de contemplar en el etiquetado de los productos pesqueros
el nombre comercial y cientifico de la especie de que se trate, hace necesaria
la existencia de técnicas fiables, rápidas, económicas y objetivas que permitan
confirmar que el producto envasado corresponde con la denominación
comercial y científica que aparece en la etiqueta.
Hasta la fecha no se dispone de una única técnica válida para la
identificación de todas las especies de interés comercial, y no existen métodos
oficiales para la identificación de dichas especies. Por ello, en los próximos
años, la investigación debe hacer posible la puesta a punto de la metodología
adecuada para llevar a cabo la identificación correcta de las especies de
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pescado en productos frescos y procesados, en los que no se dispone de
caracteres anatómicos reconocibles.
11.2. IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA Y CLASIFICACIÓN
TAXONÓMICA DE SALMÓN ATLÁNTICO (Salmo salar),
TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus ntykiss) Y PALOMETA
(Brama rail)
La taxonomia o estudio de las bases teóricas, principios y
procedimientos que conducen a la clasificación natural de los peces, surge por
la necesidad de diferenciar unas especies de otras (Figura 2).
11.2.1. CLASIFICACIÓN DE LOS SALMÓNIDOS
La clasificación de los salmónidos ha sido objeto de numerosas
discusiones y quizás es uno de los grupos taxonómicos que ha planteado
mayor dificultad a los científicos. En este grupo encuadramos al salmón
atlántico y a la trucha arco iris (Blanco, 1994).
Los salmónidos pertenecen al orden SalmonWrmes, que incluye los
siguientes subórdenes:
Orden Salmoí4formes
Suborden Salmonoidd
Argentinoidei
Stomatoidei
Giganturoidei
L?vocoidei
Galaxioldel
El Suborden Salmonoidel comprende tres familias:
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Apata
CLASE Osteiclitycs ¡ Chondrichthyes
SUBCLASE Actinoptcrigiosj DipnOOS Crosopterigios
1
ORDEN S.JIROKM’OnNC. JPerc¡formes y 30 órdenes más
e-
Figura 2. Clasificación taxonómica de los peces (Blanco, 1994).
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Suborden Salmonoidd
Familia Salmonidae
Plecoglossidae
Osmeridae
La familia Salmonidae está representada por tres subfamilias,
basándose en las características morfológicas de estos peces, en la siniilitud de
su desarrollo embrionario y en su origen poliploide (todas las especies
contemporáneas de esta familia son tetraploides, por una diploidización en su
proceso evolutivo).
Familia . Salmonidae.
Subfamilia &zlnurninue (truchas y salmones)
Coregonmnae (corégonos)
.Lkx~’ ..=!2~L~
Las características diferenciales de la subfaniilia Sahnoninae con
relación a las otras dos subfamilias, se establecen de acuerdo a aspectos
morfológicos y de cariotipo.
En la subfamilia Saltnoninae se agrupan seis géneros:
Subfamilia.. Salrnon¡nae
Género Brachymystax
Hucho
Salvelinus
Salmotimus
Oncorhynchus
Salmo
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Las diferencias osteológicas en éstos géneros se refieren,
fundamentalmente, a la configuración y tamaño de los huesos de la región
etmoidal, la cual se considera de gran importancia en la configuración craneal
de los salmónidos, así como al hueso vómer. Parece que estas características
morfológicas pueden estar influidas por la alimentación y por la distancia de
los recorridos en las migraciones oceánicas para realizar la puesta.
Las especies motivo de nuestro estudio son el salmón atlántico, que se
distribuye geográficamente a lo largo del océano Atlántico, y la trucha arco
iris que es una de las truchas del Pacifico Norte. Hasta 1988, esta trucha se
incluía provisionabnente en el subgénero Parasalmo, dentro del género
Salmo. Pero la American Fisheries Society ‘s Committe on Names of [‘¡sites
decidió que las truchas nativas de las cuencas del Pacífico-Norte se
encuentran genéticamente más cerca del salmón del Pacifico, Oncorhynchus,
que de las especies Salmo del Atlántico y Europa (como el salmón atlántico y
la trucha común europea Salmo trullo). Por lo tanto, Oncorhynchus es el
nombre genérico para designar a todas las truchas nativas de la cuenca del
Pacifico, llamadas hasta entonces Salmo. Dentro del género Oncorhynchus
encontramos el salmón japonés (Oncorhynchus masou), salmón real
(Oncorhynchus tsawytscha), salmón rojo (Oncorhynchus nerka), salmón keta
(Oncorhynchus keta), salmón rosado (Oncorhynchus gorbuseha), salmón
plateado (Oncorhynchus kisutch) y el salmón amago (Oncorhynchus
rhodurus), entre otros.
El salmón atlántico se caracteriza por tener una boca grande,
alcanzando o sobrepasando la perperdincular del centro del ojo; dientes
fuertes; vómer generalmente dentado y cuerpo fusiforme. El salmón jóven
presenta de 8 a 10 bandas transversales azul verdosas sobre los flancos,
enlazándose en el dorso y con una serie de manchas rojas intermedias. En el
mar presenta dorso gris pizarroso azulado, flancos plateados y vientre
nacarado. Pequeñas manchas negras redondeadas o estrelladas se observan
sobre la cabeza y el cuerpo. Sus aletas son grisáceas. Posee una aleta adiposa
en el dorso entre la única aleta dorsal y la caudal. Durante la reproducción, la
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Pterycombus brama
Iiúractes asper
Broma raU (Bramo bramo)
Taracásichthys longipinnis
La palometa es un pez cosmopolita, poco frecuente en las costas
europeas, excepto estacionalmente en Portugal. Es mesopelágico durante el
día (hasta 400 m) y nada en superficie por la noche. Se aproxinia a las costas
para la reproduccion.
Su dorso es grisáceo negruzco y brillante, los flancos y el vientre
plateados. La región interorbital es dorada. Las aletas dorsal y anal orladas de
oscuro, mientras que la aleta caudal frecuentemente está orlada de blanco. Su
cuerpo es alto, muy ovalado y comprimido; el hocico es muy corto. Las aletas
pectorales muy largas y las ventrales muy reducidas.
Brama raU
Introducción 25
11.3. MÉTODOS PARA IDENTIFICAR ESPECIES DE PESCADO
La identificación correcta de las especies de pescado es importante
porque de ella depende su valoración comercial. Cuando el pescado está
fresco y entero, la identificación se realiza mediante la observación de sus
características morfológicas externas, como la forma y coloración corporal,
forma y disposición de las aletas y escamas, detalles de la cabeza, etc. Las
características observadas se comparan con láminas y/o fotograflas, o con los
criterios descritos en las claves de identificacion.
En el caso de filetes de pescado, con y sin piel, o productos elaborados
en los que se hayan modificado las características anatómicas esenciales, la
identificación resulta compleja incluso para los expertos, especialmente si se
trata de especies afines. En estos casos, los criterios morfológicos y
organolépticos son insuficientes para la identificación de las especies.
Con el fin de superar las limitaciones de la identificación morfológica
se han desarrollado otros métodos alternativos que permiten identificar las
especies de pescado en productos procesados.
Todos los seres vivos se caracterizan por la información que contienen
sus ácidos nucleicos (genoma) y que determina tanto las secuencias de
aminoácidos como los niveles de síntesis de sus proteínas. Teniendo en cuenta
que los ácidos nucleicos y las proteínas codificadas en ellos son
característicos de cada especie, la mayoría de los métodos desarrollados para
la identificación de especies de pescado están basados en el estudio de sus
proteínas o de los ácidos nucleicos.
Cada una de estas opciones presenta ventajas e inconvenientes, como
se muestra en la Tabla 4 (Ferguson y col., 1995).
11.3.1. MÉTODOS BASADOS EN EL ANÁLISIS DE PROTEÍNAS
Las proteínas son la expresión del genoma propio de cada especie y
poseen carácter informativo (secuencia aminoacidica), siendo esta
característica la que permite establecer diferencias entre las especies.
En el músculo de pescado se distinguen tres grupos principales de
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4
Yentajasde las proteínas
Las muestras se pueden analizar rápidamente
Coste de reactivos relativamente bajo
Las proteínas tienen una función conocida
Extensas bases de datos disponibles para muchas especies
Inconvenientes de las proteinas
Las muestras deben ser frescas o congeladas y encontrarse en buen estado
Se requieren grandes cantidades de muestras de diversos tejidos, lo que
puede requerir el sacrificio del animal
Bajo número de alelos por lotus
Sólo se identifican proteínas detectables mediante tínción histoquimica
El análisis de perfiles puede resultar dificil, especialmente en individuos
poliploides
Ventajas del ADN
Solo se precisa un tipo de muestra y en pequeña cantidad
La amplificación, por PCR, permite el examen de pequeñas cantidades de
muestra y de especimenes procedentes de museos
Las muestras se pueden almacenar en etanol o desecadas
Se dispone de miles de marcadores potenciales
Algunos bel son multialélicos
Se pueden detectar mutaciones que no originan cambios en la movilidad
eleciroforética de las proteínas
Inconvenientes del AUN
Análisis relativamente lento y caro
La sensibilidad de las técnicas exige un manejo muy cuidadoso
Ferguson y col., 1995
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proteínas según su función: proteínas sarcoplásinicas, miofibrílares y del
tejido conjuntivo. La fracción de proteinas sarcoplásmicas es la que presenta
mayores variaciones interespecíficas, incluso entre especies estrechamente
relacionadas (Slattery y Sinclair, 1983; Hoflnann, 1987). Por este motivo son
las que se utilizan con mayor frecuencia para la identificación de especies,
tanto en las técnicas electroforéticas como en las inmunológicas y
cromatográticas. Sin embargo, las proteínas sarcoplásmicas se desnaturalizan
por el calor (Dowdie y Biede, 1983; Yowell y Flurkey, 1986), por lo que el
análisis de esta fracción proteica puede resultar inadecuado para la
identificación de especies en productos sometidos a tratamiento térmico.
11.3.1.1. Técnicas Electroforéticas
La electroforesis es el método de análisis de proteínas más utilizado
para la identificación de especies de pescado (Mackie, 1980; Morrow, 1992).
Estas técnicas penniten separar las proteínas en función de su peso molecular
o de su carga neta.
La electroforesis consiste en separar moléculas cargadas, como las
proteínas o el ADN, en un medio acuoso, bajo la influencia de un campo
eléctrico aplicado entre un electrodo negativo y otro positivo. El requisito
flmdmnental para esa separación es que las moléculas en estudio tengan una
carga positiva o negativa en el pH del tampón seleccionado para el análisis.
Las moléculas con elevada carga neta tenderán a moverse más rápidamente
que aquéllas con menor carga, y a igualdad de carga, se desplazarán más
rápidamente las moléculas más pequeñas. Por ello, el desplazamiento depende
de la carga y del tamaño de las moléculas que se van a separar.
Las proteínas son moléculas cargadas, pero su carga neta depende del
pH de la solución en la que se encuentran, ya que éste determina el grado de
ionización de sus grupos amino y carboxilo. Al valor de pH en el que la carga
de la proteína es cero se le conoce como valor pI o punto isoléctrico, y es
característico de cada proteína.
Para la identificación de especies de pescado y marisco se pueden
utilizar diversas técnicas electroforéticas dependiendo del tipo de procesado
que haya experimentado el producto analizado.
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Cuando el pescado no ha sufrido ningún tratamiento ténnico, como
ocurre en los pescados refrigerados y congelados, se utilizan extractos
acuosos del músculo para su identificación. En este caso se pueden utilizar
técnicas de electroforesis convencional en diversos soportes o bien técnicas de
isoelectroenfoque que permiten alcanzar un mayor poder de resolución.
En productos tratados por calor, en los que las proteínas solubles han
sufrido diversos grados de desnaturalización, existen otras alternativas para el
análisis electroforético, como la extracción de proteínas termoestables
(parvoalbúminas), la extracción y análisis de proteínas solubilizadas con
detergentes o con urea (Aa y col., 1988) e incluso el análisis de las proteínas
desnaturalizadas y sometidas a un proceso de fragmentación con bromuro de
cianógeno o con proteasas (Sotelo y col., 1993).
La interpretación de los perfiles electroforéticos requiere calcular la
movilidad, el punto isoeléctrico (pI) o el peso molecular de las bandas
obtenidas por comparación con un patrón conocido de proteínas. Para
identificar especies basándonos en el análisis electroforético, es necesario
analizar muestras de referencia en el mismo gel que las muestras problema.
Como la comparación visual entre las bandas no es muy exacta, se suelen
analizar los geles por densitometría para estimar la cantidad de proteína de
cada banda y su posición en el gel (Hamilton, 1982). A medida que se
desarrollan técnicas más sensibles para la separación electroforética y
posterior tinción de las proteínas, los perfiles electroforéticos obtenidos son
más complejos. Por ello, cada vez es más frecuente recurrir a la utilización de
analizadores de imágenes y al registro informático de las imágenes obtenidas.
De esta forma se pueden comparar los patrones electroforéticos obtenidos en
experimentos distintos y se facilita la interpretación de los resultados
(Tennyson, 1996).
11.3.1.1.1. Electroforesís en geles de poliacrílamida con dodecil-sulfato-
sódico (SDS-PAGE)
En la electroforesis convencional, la separación de las proteínas tiene
lugar en una solución tampón de pH y fuerza iónica detenninadas. Si se
realiza en geles de poliacrilamida y en presencia de dodecil sulfato sódico
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(SDS-PAGE), el SDS provoca una carga neta negativa en las proteínas e
interacciona con sus regiones hidrofóbicas dividiéndolas en subunidades que
se separan según su tamaño. La electroforesis en geles de poliacrilamida es
una buena herramienta para el análisis de las proteínas debido a la flexibilidad
de este soporte, un gel formado por monómeros de acrilamida
CW4SLI-COMI2 y el dímero N,IN ‘-metilenbisacrilaniida como agente de
timo». Sin embargo, el manejo de la acrilamida requiere precaución debido a
su toxicidad y a las dificultades que a veces experimenta la polimerización del
gel.
Aa y col. (1988), utilizaron la electroforesis en geles de poliacrilainida
con dodecil sulfato sádico (SDS-PAGE) para diferenciar e identificar tres
especies de langostinos (rosa, Penaeus duorarum; blanco, Penaeus seqíerus y
de roca, Sicyonia brevírostris) tanto crudos como cocidos. Para la obtención
de los extractos proteicos se comparó la eficacia de varios disolventes: agua,
una solución de CINa 0,1 lvi, SDS al l%y una solución 3M de urea En las
muestras de langostino crudo, los extractos acuosos produjeron un patrón
electroforético característico de cada especie. Sin embargo, en las muestras
tratadas por calor, la cantidad de proteínas extraídas con agua fue menor y no
se obtuvieron perfiles específicos de especie. El dodedil sulfato sádico (SDS),
mejoró la extracción y el número de bandas proteicas observables en el gel,
haciendo posible la identificación de los langostinos cocidos.
La técnica de SDS-PAGE se ha utilizado también para la identificación
de especies de gádidos (Theragro chalcogramma y tirophycis chuss) en
muestras crudas y cocinadas y en muestras de surinil (Mi y col., 1989a). El
aso de SDS o urea para la extracción de las proteínas a partir de muestras
cocinadas de pescado y de muestras de surimi, permite obtener perfiles
especie-específicos con la técnica de SDS-PAGE.
11.3.1.1.2. Isoelectroenfoque
El isoelectroenfoque es una técnica de electroforesis en un gradiente de
pH. En este método, las proteínas migran a través de un campo eléctrico hasta
que alcanzan el pH correspondiente a su punto isoelécirico. Cuando lo
alcanzan (carga neta cero), cesa su migración y precipitan en bandas muy
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finas en las que los puntos de isoelectroenfoque pueden diferir en 0,02
unidades de pH. Por tanto, en la técnica del isoelectroenfoque, la separación
depende del punto isoeléctrico de la proteína y no de su carga y tamaño.
Inicialmente, la técnica del isoelectroenfoque se realizaba en geles de
poliacrilamida, con el fin de evitar los fenómenos de electro-endósmosis
asociados a los geles de agarosa y almidón. Sin embargo, bloqueando los
grupos cargados de los geles de agarosa es posible establecer gradientes de pH
apropiados para isoelectroenfoque. La resolución que se obtiene en geles de
agarosa modificada es equivalente a la obtenida con geles de poliacrilamida,
pero la agax-osa ofrece algunas ventajas en cuanto a manejo, seguridad,
tiempo, rapidezy coste económico (Hamilton, 1982).
El isoelectroenfoque tiene un gran poder de resolución para analizar
muestras no sometidas atratamiento térmico. Sin embargo, cuando se analizan
proteínas musculares desnaturalizadas por el calor, la electroforesis se debe
realizar en condiciones que permitan separar proteínas extraídas con
detergentes o urea. También se pueden obtener perfiles específicos de especie
a partir de proteínas desnaturalizadas por calor si previamente se fragmentan
con proteasas o con compuestos como el bromuro de cianógeno, que rompe
las proteínas por los residuos de metionina (Gross, 1966>. Estos métodos se
han utilizado para identificar especies de pescado en productos enlatados y en
derivados del surimi Sm embargo, los perfiles que se obtienen tras la
fragmentación con bromuro de cianógeno no permiten diferenciar especies
muy cercanas filogenéticamente como las pertenecientes a las familias de
salmónidos o túnidos (Mackie y col., 1999).
Laird y col. (1982), comprobaron que el isoelectroenfoque es una
técnica especialmente adecuada para diferenciar especies de pescado con una
relación filogenética muy cercana, como el salmón atlántico y las truchas del
Pacífico (Oncorhynchus sp.), que son dificiles de diferenciar por
electroforesis convencional. La resolución obtenida por estos investigadores
en geles de poliacr¡lannda fue ligeramente mejor que la obtenida en geles de
agarosa. Otros mvesúgadores han utilizado también el isoelectroenfoque en
geles de poliacrilaniida para diferenciar especies como los gádidos, merluza,
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Merluccius merlucctus; bacalao, Gadus morhua o eglefino, Gadus aeglefinus,
entre otros (Neti y Rehbein, 1988), peces planos, Soleo senegalensis y
Paralichthys isosceles (González y col., 1997) (Figura 3), langostinos,
langostino blanco, rosa y de roca (Aa y col., 1989b) y especies de caviar
americano, europeo y asiático (Chen y col., 1996).
Abrams y col. (1984), estudiaron el efecto del calor en los perfiles de
proteínas de pescado obtenidos por isoelectroenfoque en geles de agarosa. Los
resultados obtenidos demostraron que un calentamiento moderado (60-700C)
no interfería en la identificación de las especies analizadas. Tampoco el
escabechado afectaba a la identificación.
Mi y col. (1989a; 1989b), pusieron a punto una técnica de
isoelectroenfoque para la diferenciación de pescados y mariscos a partir de
muestras crudas y tratadas por calor. Los mejores resultados se obtenían
utilizando geles de poliacrilamida con urea.
Algunos de los inconvenientes de la utilización de poliacrilamida se
pueden evitar utilizando geles preparados comercialmente y equipos de
electroforesis automatizados como el Phastsyste&’ (Pharmacia, Uppsala,
Suecia). Merchante y Ortin (1993), diferenciaron salmón, trucha, atún fresco
y diversos gádidos frescos por isoelectroenfoque (¡EF> en Phastsystemw,
obteniendo bandas especificas en geles de poliacrilaniida con un gradiente de
pH de 3-9.
En general puede afinnarse que el isoeleclroenfoque es la técnica
electroforética más utilizada en la diferenciación de especies de pescado,
sobre todo cuando se analizan productos sometidos a algún tratamiento
tecnológico que pueda desnaturalizar las proteínas. No obstante, conviene
tener en cuenta que para su realización es preciso disponer del equipo
instrumental adecuado y que los reactivos y aparatos que se utilizan son caros.
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11.3.1.1.3. Electroforesis en gradiente de gel
La electroforesis en gradiente de gel es una técnica que utiliza geles
que contienen un gradiente de concentración de poliacrilamida, en los cuales
las moléculas cargadas se separan esencialmente por el tamaño. El gel actúa
como una criba molecular. Esta técnica fúe aplicada por Manusu y Wrigley
(1985), para identificar filetes de pescado de 42 especies distintas (sardina,
trucha arco iris, etc,). Los mejores resultados se obtuvieron con gradientes del
3-40%.
11.3. 1. 1.4. Electroforesis capilar
La electroforesis capilar es una técnica que ha experimentado un rápido
desarrollo desde los años 80, debido a que permite analizar simultáneamente
moléculas de distinta naturaleza química (vitaminas, azúcares, aminoácidos,
péptidos, proteínas, polifenoles, etc.) presentes en una misma muestra. En los
alimentos, prácticamente todos sus componentes, a excepción de los lípidos,
se pueden analizar por electroforesis capilar (Cancalon, 1995a, 1995b). Esta
técnica utiliza como soporte un capilar de sílice fundido de 50-250 jan de
diámetro que se rellena con un tampón y se somete a un campo eléctrico de
hasta 30 KV. Bajo estas condiciones, los cationes de la muestra migran hacia
el cátodo en función de su relación carga/masa. Además, debido a la presencia
de grupos ionizados en la superficie del capilar se genera un flujo
electroosmótico (EOF), es decir, un desplazamiento del tampón de relleno
hacia el cátodo. Como resultado se produce un pico de moléculas neutras que
migran transportadas por el EOF, mientras que cada molécula negativa se
mueve hacia el cátodo a una velocidad detenuñiada por la diferencia entre el
flujo electroasmótico y su atracción anódica.
La ventaja de este método con respecto a las otras técnicas de análisis
es que permite detectar y cuantificar simultáneamente diferentes moléculas ya
que el equipo está dotado de un sistema que elimina el tampón de relleno de la
columna y lo reemplaza por otro de forma automática, permitiendo analizar
los diferentes componentes de una muestra sin necesidad de incrementar el
número de manipulaciones. Otras ventajas de este método son la rapidez del
análisis, que puede efectuarse en menos de 10 minutos, aunque se ha
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establecido un tiempo medio de 20 minutos (sólo se requieren intervalos de 3
minutos para el lavado y reequilibrado de la columna, entre dos análisis
consecutivos) y el pequeño volumen de tampón requerido~ A pesar de que
inicialmente a esta técnica se le atribuía falta de sensibilidad, este problema se
está subsanando en la actualidad mediante la introducción de mejoras en los
sistemas de detección.
LeBlanc y col. (1994), utilizaron una técnica de electroforesis capilar
para obtener perfiles específicos de especie a partir de proteínas
sarcoplásmicas de tres especies de bacalao (Gadus morhua, Ophiodon
elongatus y Gadus macrocephalus) y del abadejo del norte (Pollachius
virens,). El tiempo necesano para la separación de las proteínas fue de 9
minutos a un pH óptimo de 7,4 y utilizando un tampón de elevada fuerza
iónica (Figura 4).
Gallardo y col. (1995), consiguieron identificar ocho especies de
pescados planos utilizando electroforesis capilar. Los extractos acuosos de las
distintas muestras, que contienen las proteínas sarcoplásnúcas, se separaban
bajo la acción de un campo eléctrico y eran detectadas por luz Uy en menos
de 35 minutos. Los perfiles de las proteínas resultaron ser específicos para
cada especie.
11.3.1.2. Métodos Cromatográficos
En los últimos años se han publicado diversos trabajos que proponen la
identificación de especies de pescado mediante el análisis cromatográfico de
sus proteínas. La técnica más empleada es la cromatografia líquida de alta
resolución (HPLC) utilizando columnas de fase reversa para la separación de
proteínas solubles, seguida de la detección con luz ultravioleta de los picos
eluidos,
La técnica de HPLC en fase reversa separa las moléculas en función de
su hidrofobicidad y es especialmente adecuada para el análisis de proteínas de
bajo peso molecular (< 50 RDa), péptidos, aminoácidos y otros compuestos
orgánicos de pequeño tamaño.
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Osman y col. (1987), aplicaron esta técnica para identificar muestras
pertenecientes a 31 especies de pescado crudo, congelado y tratado por calor,
entre las que se encuentran la trucha arco iris, la caballa, la carpa, el bacalao o
el pez espada, entre otros. Con las muestras de pescado fresco y congelado
consiguieron los mismos perfiles específicos para cada especie. Sin embargo,
las mismas muestras de pescado sometidas a diferentes tratamientos ténnicos
(1000(2? ó l2lNi? durante 5 o 15 minutos) dieron lugar a cromatogramas
significativamente diferentes de los de las muestras de pescado frescas o
congeladas, por lo que esta técnica no resulta adecuada para la identificación
de muestras de pescado tratadas por calor.
La técnica de HIPLC en fase reversa fíe utilizada por Armstrong y col.
(1992), para la identificación de 15 especies de pescado. Los resultados
obtenidos son aplicables para la identificación de muestras crudas, tratadas
con radiaciones ionizantes, o desecadas a vacío a temperatura ambiente.
11.3.1.3. Métodos Inmunológicos
Las técnicas inmunológicas consisten en la visualización objetiva de la
reacción que tiene lugar entre un antigeno y su correspondiente anticuerpo. La
aplicación de estas técnicas a la detección de plaguicidas, microorganismos,
toxinas y otros componentes de los alimentos, está adquiriendo cada día
mayor importancia debido a las ventajas que aportan frente a los métodos
convencionales. Su sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste las hacen
especialmente útiles para el análisis de los alimentos (Samarajeewa y col.,
1991).
Las técnicas inmnunológicas se diferencian de otras técnicas analíticas
en que la alta tecnología reside en las moléculas reactivas (anticuerpos) en
lugar de en su soporte instrumental. Las principales ventajas con respecto a
técnicas instrumentales, como las cromatográficas y las electroforéticas,
incluyen la utilización de cantidades mínimas de muestra, el reducido tiempo
de análisis y la utilización de instrumental poco complejo.
Existen en el mercado y en la bibliografla numerosas aplicaciones de
las técnicas ininunológicas para la identificación y cuantificación de especies
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animales en mezclas cárnicas y en productos lácteos, así como para la
detección de proteínas vegetales en alimentos de origen anñnal (Hernández y
col., 1994). Sin embargo, las aplicaciones de las técnicas imnunológicas a la
identificación de especies de pescado son más reducidas, quizás debido al
elevado número de especies que se comercializan y a su estrecha relación
filogenética en algunos casos.
Los métodos inmunológicos que se han aplicado a la identificación de
especies en productos pesqueros incluyen las técnicas de imnunodifusión en
geles de agar, inmunoelectroforesis, técnicas inmunoenzimáticas e
immunodoting.
11.3.1.3.1. lnmunodgusión doble en geles de agar
En esta técnica, el antígeno y el anticuerpo se depositan en los pocillos
cortados en un gel de agar y difunden el uno hacia el otro a través del gel. Si
existe correspondencia entre ellos, fonnan complejos antígeno-anticuerpo que
precipitan, formando una línea opaca en la región donde se encuentran.
Oberst y col. (1996), utilizaron anticuerpos policlonales frente a
parvoalbúminas de Tilapía guineensís para diferenciar por la técnica de
inimunodifi¡sión doble en geles de agar y otras técnicas inmunológicas, tres
especies de Tilapía (Tilapiagtaneens¡s, Tilapia dageti y Tilapta zilli). A pesar
de que el inmunosuero producía bandas de precipitación frente a los extractos
proteicos de las tres especies, las bandas producidas se situaban en posiciones
distintas según la especie de Edapia, lo que indica que los anticuerpos
reaccionaban con determinantes antigénicos diferentes en cada especie
analizada.
Domínguez y col. (1997), utilizaron la técnica de inmunodifusión doble
para diferenciar filetes frescos de halibut (H¡ppog¡ossus h¿ppoglossus> y
lenguado (Solea solea). Los anticuerpos policlonales obtenidos por
inmunización de conejos con proteínas solubles del halibut, presentaban
reacciones cruzadas con el extracto proteico del lenguado. Para conseguir
anticuerpos específicos de especie, los anticuerpos responsables de las
reacciones cruzadas se eliminaron por inxnunoadsorcíón con un polímero
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insoluble de proteínas de lenguado. La inmunoadsorción consiguió reducir las
reacciones cruzadas, pero también disminuyó el título del suero.
11.3.1.3.2. inmunoelectroforesis
Esta técnica consiste en separar electroforéticamente en un gel de
agarosa o de acrilamida proteínas presentes en una mezcla compleja.
Posteriormente se corta longitudinalmente en el gel un canal donde se añade
el anticuerpo. La difusión del antígeno y el anticuerpo da lugar a la formación
de tantos arcos de precipitación como reacciones antígeno-anticuerpo distintas
se produzcan.
En 1996, Oberst y col., utilizaron la inmunoelectroforesis para
diferenciar tres especies de Tílapia (E dagetí, E. guzneensis y 27 z1114>. Los
resultados obtenidos por inmunoelectroforesis fueron similares a los descritos
en la técnica de inmunodifusión doble, produciendo bandas específicas para
cada especie analizada. El suero obtenido frente a parvoalbúniinas de Tílapia
gurneensis reaccionaba con las proteínas de las demás especies, aunque no se
observaron las mismas bandas en geles de agarosa que en los de
poliacrilamida. Es decir, parvoalbúnúnas con propiedades antigénicas
comunes tenian diferente comportamiento electroforético.
11.3. 1.3.3. Técnicas inmunoenzímátícas ELISA (Enzyme-Línked
Immunosorbent Assay)
Las técnicas inmunoenzimáticas (ELISA), constituyen en la actualidad
las técnicas inmunológicas más ampliamente utilizadas. Estas técnicas
emplean marcadores enzimáticos para la detección y amplificación de las
reacciones antígeno-anticuerpo. Las técnicas de conjugación para marcar los
antígenos y los anticuerpos con una enzima deben permitir mantener la
actividad tanto de la enzima como del anticuerpo o antígeno conjugados. La
degradación por la enzima de un sustrato adecuado produce una reacción
colorimétrica que permite cuantificar las reacciones antígeno-anticuerpo.
El empleo de enzimas como sustancias marcadoras en los
inxnunoensayos fue introducido por Engvall y Perlinann (1971). Las enzimas
presentan ciertas ventajas con respecto a otras sustancias marcadoras, como
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son su disponibilidad en fonnas altamente pwificadas, sencillez de manejo,
estabilidad a lo largo del tiempo, bajo coste y facilidad de acoplamiento a las
proteínas Las enzimas que se utilizan con mayor frecuencia en las técnicas
inmunoenzimáticas son la peroxidasa de rábano y la fosfatasa alcalina. Los
sustratos solubles más comunes para la peroxidasa son: la o-.fenilendianiina
(OPD), el ácido sulfónico de la 2,2’azino bis-(3 etil-benzotiazolina) (ABTS) y
la tetrametilbenzidina (TiME). El susirato soluble más usado para la fosfatasa
alcalina es elp-nitrofenil fosfato (pNPP).
En las técnicas de ELISA, uno de los dos elementos de la reacción
imnunológica (antígeno o anticuerpo), se une por enlaces hidrofóbicos o
enlaces covalentes a una fase sólida (j>oliestireno, polivinilo, nylon, vidrio,
nitrocelulosa, sílice, poliacrilamida o agarosa). Cuando se emplea agarosa o
poliacrilarnida como fase sólida, la separación entre los complejos antígeno-
anticuerpo y los antígenos y anticuerpos libres, se realiza por filtración o
centiifugación. Cuando la fase sólida es una membrana de nitrocelulosa o
nylon hablamos del immunodoting. El formato de fase sólida que se ha
empleado con mayor frecuencia es una placa de poliestireno de 96 pocillos.
En este caso, la separación entre los complejos antígeno-anticuerpo y los
antígenos y anticuerpos libres se realiza por lavados sucesivos.
Diversos factores determinan el formato de ELISA más apropiado para
el desarrollo de una aplicación especifict Estos incluyen: la muestra objeto
del análisis (tipo y cantidad), el tiempo disponible para efectuar cada
determinación, el grado de exactitud requerido y los medios materiales y
humanos disponibles (infraestructura, equipos de análisis y especialización de
los técnicos).
Los formatos de ELISA pueden ser competitivos, cuando se utilizan
cantidades limitadas de antígeno o anticuerpo, o no competitivos, cuando los
anticuerpos o los antígenos se incorporan en exceso (Gosling, 1990). Los
formatos de ELISA más utilizados son el ELISA indirecto, el ELISA
competitivo y el ELISA sandwich.
La técnica del immunodoting es una técnica inmunoenzinjática
cualitativa que utiliza como soporte una membrana, generalmente de
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nitrocelulosa. Los extractos antigénicos que se desean analizar se depositan en
la membrana en forma de gota y, tras un periodo de incubación y un lavado
para eliminar el exceso de antígeno, se añade el suero especifico. A
continuación, se lava la membrana para eliminar los anticuerpos no unidos a
los antígenos y se incorpora un segundo anticuerpo que reconoce como
antígeno al anterior y que está conjugado con una enzima. Cuando se añade el
sustrato, que en este caso debe producir un precipitado de color al ser
degradado por la enzima, se aprecia una mancha coloreada en los lugares en
que se ha producido la reacción antígeno-anticuerpo.
En los últimos años se han publicado varios trabajos que utilizan las
técnicas inmunoenzímáticas para la identificación de especies en productos de
la pesca y sus derivados, aunque su número es muy inferior a los que se
refieren a productos cárnicos y lácteos (Hernández y col., 1994; Anguita y
col., 1997; Haza y col., 1997). En algunos casos se utilizan anticuerpos
policlonales obtenidos frente a proteínas solubles en estado nativo o
desnaturalizadas por calor, mientras que en otros casos se utilizan anticuerpos
monoclonales frente a proteínas especificas.
Lundstrom (1984), utilizó anticuerpos ¡nonoclonales frente a las
proteínas solubles extraídas de pescados tratados por calor. Sin embargo, los
anticuerpos obtenidos mostraban reacciones cruzadas con numerosas especies
de pescado.
An y col. (1990), obtuvieron anticuerpos monoclonales frente a una
proteína termoestable específica del langostino de roca (S¡cyonía brevírostris)
denominada proteína M. Utilizando estos anticuerpos y las técnicas de ELISA
e immunodoting diferenciaron el langostino de roca de otros 23 productos
entre los que se incluían carnes, pescados y mariscos frescos y
desnaturalizados por el calor. La técnica de ELISA desarrollada permitió
detectar hasta 4,3 ng de las proteínas del langostino de roca en mezclas con
productos marinos y cárnicos. Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto (1993),
abordaron la detección de carne de cangrejo (Chinoecetes opilio) en derivados
del surixni. Estas investigadoras obtuvieron anticuerpos policlonales utilizando
como mmunógeno una proteína comercial purificada, la arginina quinasa de la
Introducción 41
langosta, que se encuentra en los tejidos de los invertebrados y no en los
vertebrados. Los anticuerpos obtenidos reconocían a las muestras de carne de
cangrejo; sin embargo dieron una respuesta muy débil frente a los extractos de
moluscos analizados (vieira, J>ecíen maximus; calamar, Omnastrephes
saginatus y lapa, Patella vulgata). Al analizar muestras de surimi que no
contenían cangrejo, obtuvieron resultados negativos, mientras que en
preparaciones de sur¡mi suplementadas con carne de cangrejo existía una
correlación entre la canúdad de cangrejo añadido y el nivel de respuesta
inmunológica obtenido. La sensibilidad de las técnicas de ELISA indirecto y
de inunumodoiing desarrolladas en dicho trabajo permitía detectar de 10-25 g
de carne de cangrejo por kilogramo de producto, incluso después de un
proceso de esterilización térmica.
La utilización de proteínas específicas como mmunógeno para la
obtención de anticuerpos monoclonales fue utilizadapor }Iuang y col. (1995),
para identificar especies del género Lutjanus en mezclas con otros pescados,
mariscos y carnes. Estos investigadores obtuvieron dos anticuerpos
monoclonales frente a la proteína a de Lutianus campechanus. El anticuerpo
CíCI mostró reacciones cruzadas con otras especies del género Lid/amis pero
no frente a otros géneros, por lo que se utilizó para desarrollar técnicas de
ELISA e immunodotíng para diferenciar este género de otras 36 especies de
peces y de animales de abasto. El otro anticuerpo monoclonal, C2A2, no
presentó reactividad cruzada con el resto de las especies de Luijanus y se
utilizó para diferenciar Lutianus campechanus de las otras cuatro especies del
género analizadas.
Taylor y col. (1994a), trataron de identificar mediante técnicas de
ELISA indirecto y competitivo varias especies de pescado en productos
enlatados. En este estudio obtuvieron anticuerpos policlonales frente a
extractos de proteínas solubles de sardinas (Clupea plichardus) enlatadas,
para diferenciarlas de otras especies como el arenque (Clupea harengus) o la
caballa (Scomber scombrus). Las reacciones cruzadas de los inmunosueros
con otras especies se redujeron considerablemente mediante inmunoadsorción
de los anticuerpos con extractos antigénicos de las especies de interés. Sin
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embargo, estos investigadores no consiguieron diferenciar el bonito de varias
especies de túnidos, debido a que las reacciones cruzadas de los inmunosueros
obtenidos eran demasiado intensas y no se eliminaban por inmunoadsorción.
Domínguez y col. (1997), aplicaron la técnica de immunodotíng para
detectar la sustitución de halibut por ifietes de lenguado y para diferenciar
entre bacalao ahumado y anguila turnada (Anguila anguila). Para ello,
utilizaron inniunosueros obtenidos frente a proteínas hidrosolubles de halibut
crudo y de bacalao ahumado. El inmunosuero frente a las proteínas del
bacalao no mostró reacciones cruzadas con las proteínas de la anguila. Por el
contrario, el inmunosuero obtenido frente a las proteínas del halibut reconocía
también a las proteínas de lenguado. Las reacciones cruzadas se eliminaron
mediante adsorción del ininunosuero anti-halibut con proteínas de lenguado.
11.3.2. MÉTODOS GENÉTICOS
El avance experimentado en las últimas décadas por las técnicas de
biología molecular ha permitido analizar las secuencias de nucicótidos de los
ácidos nucleicos de diferentes organismos e identificar marcadores genéticos
que permitieran estudiar la evolución y las migraciones de determinadas
especies marinas. El diseño de estos marcadores genéticos se ha basado en el
análisis del ADN, primero en el mitocondrial (ADNmt) y posteriormente en el
nuclear (ADNn). Algunas de las principales ventajas de la utilización de
marcadores genéticos en la identificación de especies son:
• La cantidad de muestra requerida para el análisis es mínima. Para obtener
una cantidad suficiente de ADN de elevado peso molecular se necesitan
aproximadamente 100 mg de tejido (hígado, músculo esquelético, sangre,
etc.), cantidad pequeña si la comparamos con la necesaria para extraer
proteínas.
• El ADN es el mismo en todas las células de un organismo, mientras que
las proteínas pueden variar de una muestra a otra.
e Existen numerosos marcadores genéticos potenciales.
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• Se pueden identificar mutaciones que no conllevan cambios en la
movilidad electroforética de las proteínas y que, en consecuencia, no
podrían ponerse de manifiesto mediante el análisis electroforético de las
mismas.
• El ADN es una molécula muy estable, hasta el punto de que se pueden
extraer fragmentos específicos de especie a partir de muestras de tejidos de
anunales desaparecidos, procedentes de museos (NAbo y col., 1988,
1989).
La infonnación genética disponible sobre los organismos acuáticos es
muy escasa si se compara con la contenida en las bases de datos sobre el
hombre u otros animales superiores. Sin embargo, en el caso de peces como el
atún (Thunnus thynnus) o el salmón se dispone de abundante información,
debido a su interés filogenético y comercial (Bartlett y Davidson, 1991, 1992;
Block y col., 1993; Camegie, 1994; Russell y Carnegie, 1994; Chow y
Ushiama, 1995; Alvarado Bremer y col., 1997; Mj0lnerod y col., 1997;
Hansen y Mensberg, 1998; Quinteiro y col., 1998; Pérezy col., 1999).
El genoma mitocondrial
El ADN mitocondiial (ADNmt) presenta varias diferencias con el ADN
nuclear (ADNn) que resultan interesantes para el estudio de la evolución de
las especies. Algunas de sus características más relevantes son:
• Es mucho más pequeño que el ADN nuclear (aproximadamente cinco
órdenes de magnitud).
• Evoluciona más rápidamente.
• Cada célula contiene muchas copias del ADNmt (frente a una o dos copias
del ADNn).
• No contiene intrones.
• El ADNmt anñnal es haploide y no recombinante (Horak y col., 1974). Su
transmisión a la descendencia se realiza exclusivamente por vía materna,
por lo que en cada célula se encuentra un único tipo de ADN mitocondrial,
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aunque existen casos de heteroplasmnia (presencia de más de un tipo de
ADNmt en una célula) (Hoeh y col., 1991).
El genoma mitocondrial de los animales consiste en una molécula de
ADN pequeña, de doble cadena y circular (excepto en Hydra y en
Paramec¡um que es lineal) de la que se encuentran múltiples copias en cada
niitocondria. El tamaño del genoma mitocondrial animal es de
aproximadamente 16.500 ±500 pares de bases (pb), y aunque su tamaño no
sigue una distribución filogenética determinada, suele ser algo menor en los
vertebrados (Brown, 1985). Por el momento son escasos los animales de los
que se ha secuenciado el ADN niitocondríal completo. De ellos, el genoma
mitocondrial de mayor tamaño que se ha encontrado es el de la vieira, Pecten
maximus (> 39,3 Kpb) que además presenta gran variabilidad intraespecífica.
En los peces, las diferencias en el tamaño dentro de una misma especie
pueden ser tan gandes como entre especies distintas (Moritz y col., 1987).
El ADN mitocondrial de los animales comprende 13 genes que
codifican proteínas, 2 genes que codifican ARNs ribosómicos (los genes 12S
y 16S ARNr), 22 genes que codifican ARNs de transferencia y una región que
no codifica proteínas, denominada región control en los vertebrados, en la que
se encuentran los lugares de iniciación para la replicación del AiDNnit y para
la transcripción del ARN (Figura 5).
Los genes mitocondriales codifican enzimas que intervienen en la
cadena transportadora de electrones. Se incluyen siete subunidades de NADH
deshidrogenasa (NDl, 2, 3, 4, 4L, 5, 6), el citocronio b, tres subunidades de la
citocromo oxidasa (CO 1, II, III) y dos subunidades de la ATP sintetasa
(ATPasa 6 y 8), aunque en algunas ocasiones el gen ATPasa 8 no está
presente. El resto de las proteínas necesarias para el flmcionamiento
bioquímico de la mitocondria proceden del citoplasma celular.
Aparentemente, el genoma mitocondrial actual es el resultado de una
simplificación del ADN mitocondrial primitivo, más complejo, a partir del
cual se ha producido una transferencia progresiva de genes al núcleo celular.
Las dos cadenas del genoma mitocondrial se denominan “L” (ligera) y
“II” (pesada>. Estos nombres se deben a las marcadas diferencias existentes en
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Figura 5. ADN mitocondrial de los peces. Se indican los orígenes de
replicación de las cadenas H- y L-. El origen de replicacián de la
cadena H se encuentra en la región de control, el de la L en el
grupo de genes YCNAW del ARNt. Los genes del ARN de
transferencia se muestran en color azul. La mayoría de los genes
del ARNt y todas las proteínas, excepto la ND6, están codificados
en la cadena H, los que se codifican por la cadena L se muestran en
la parte externa del circulo (Meyer, 1993).
Introducción 46
el contenido de G+T de las dos hebras del ADNmt de los vertebrados, que
determinan un comportamiento diferente de ambas cadenas en los gradientes
de CsCl2. De los 37 genes estructurales que comprende el ADNmt de los
vertebrados, sólo la proteína NT) 6 y ocho ARNt, están codificados por la
cadena ligera, mientras que el resto se codifican en la cadena pesada.
Inicialmente se pensó que el ADNmt era una molécula muy
conservada, puesto que codifica proteínas que desempeñan funciones
cruciales en el metabolismo celular. Sin embargo, se ha comprobado que la
evolución en el ADNmt es mucho más rápida que en el nuclear. La
divergencia en posiciones silentes de los genes mitocondriales que codifican
proteínas es de aproximadamente un 10% cadamillón de años, diez veces más
que en los genes nucleares que codifcan proteínas. La tasa media de
evolución del ADNmt completo es de 0,5-1% cada millón de años. La tasa de
sustituciones silentes, principalmente transiciones (cambios de una purina por
otra o de una pirimidina por otra) es de 4-6 veces mayor que la de
sustituciones que determinan cambios de aminoácidos. Sin embargo, si en las
especies estrechamente relacionadas sólo se tienen en cuenta las
trausversiones (cambios de una purina por pirixuidina o viceversa) ignorando
las transiciones, la tasa de evolución del ADNmt es similar a la del nuclear.
No todos los genes mitocondriales acumulan mutaciones con la misma
velocidad. Genes que codifican proteínas, corno COl, II, III y citocromo b
evolucionan más lentamente y en ellos las transiciones son mucho más
frecuentes que las trausversiones. En los genes que codifican proteínas son
muy poco frecuentes las deleciones y adiciones de nucleótidos, que abundan
más en la región de control y en los espacios intergénicos, aunque también se
encuentran en los genes que codifican los AI{N de transferencia y ARN
ribosóniicos.
Conviene señalar que el código genético mitocondrial es más
degenerado que el código genético universal del núcleo de las células
cucariotas. Además, el código genético mitocondrial no es idéntico en todas
las especies sino que existen ligeras diferencias entre vertebrados,
equinodermos y Drosophda, por ejemplo. Las diferencias más notables entre
los códigos genéticos mitocondrial y nuclear de los vertebrados, incluyen la
utilización del codón TGA como triptófano en lugar de ser codón de
tenninación y la utilización de ATA como metionina en lugar de isoleucina
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(Meyer, 1993). Asimismo, es frecuente que algunos genes mitocondriales
carezcan de un codón de terminación completo &or ejemplo TAA) y terminan
simplemente en T o en TA. Este código genético simplificado requiere la
presencia de un número menor de tipos de ARNt. De hecho, normalmente se
suelen encontrar sólo 22 tipos de ARNt en la ¡nitocondria en lugar de los 24
que serían precisos, lo cual puede deberse a que los codones AGAIG no se
utilizan como arginina sino como codones de terminación en los mamíferos y
en los anfibios.
La secuencia más completa de ADN mitocondrial de peces de que se
dispone es del bacalao (Johanseny col., 1990) y de la trucha arco iris (número
de acceso L29771, Genbank>, El orden en que se encuentran los genes del
ADNmt del bacalao coincide con el de los demás vertebrados. De fonna
similar sucede en el salmón atlántico, como comprobaron Davidson y col.
(1989), que construyeron un mapa de su ADN zuitocondrial mediante el
análisis de los fragmentos obtenidos con enzimas de restricción. Conclusiones
similares se pueden extraer de los estudios de restricción y secuenciación
parcial realizados en carpas (Araya y col., 1984) y en especies de
Qncorhynchus (Thomas y Beckenbach, 1989). Estos y otros estudios hacen
pensar que la estructura del genoma mitocondrial de los peces no difiere de la
estructura consenso de los vertebrados (Araya y col., 1984; Moritz y col.,
1987).
El orden de los genes mitocondriales varía ligeramente entre los
vertebrados, aunque las diferencias más comunes se deben a transposiciones
de los genes que codifican los ARNí. La distribución de los genes ARNt entre
los genes que codifican proteínas sugiere que su estructura secundaria actúa
como si hieran signos de puntuación durante la transcripción. De hecho,
cuando dos genes que codifican proteínas son contiguos y no separados por
ARNt (como ocurre entre los genes ATPasa 6 — COIII), en la zona de unión
de ambos genes existe una región que puede formar una estructura secundaria
estable de horquilla, similar a la estructura secundaria de bucles que posee el
ARNt (Thomas y Beckenbach, 1989).
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Métodos para el análisis del ADN
Son dos las principales estrategias que se pueden seguir para la
caracterización e identificación del ADN. Una posibilidad es la hibridación
del ADN aislado con sondas de ADN que incluyen secuencias diana
especificas de la especie objeto de estudio. Los métodos de amplificación
enzimáticos, como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), también
están basados en la hibridación del ADN con sondas específicas, aunque se
diferencian de los primeros en que se utiliza más de una sonda y en que
permiten mejorar la especificidad y sensibilidad de los ensayos.
El análisis de los fragmentos de ADN amplificados o no, se puede
completar con la secuenciación de la cadena de nucleótidos y su comparación
con las secuencias disponibles en las bases de datos para comprobar su
identidad. Este método es caro y laborioso. Para ello se suelen utilizar genes
que codifican proteínas, aunque sólo el 1% del genoma de los mamíferos
cumple este requisito.
El análisis de regiones del ADN que no codifican proteínas ofrece otras
posibilidades, como la identificación de elementos repetitivos específicos o el
estudio del polimorfismo del ADN amplificado al azar (RAPD), que están
experimentando un gran auge en los últimos años (Willimns y col., 1990;
O’Reilly y Wrigth, 1995; Bielawski y Pumo, 1997; Goodier y Davidson,
1998; Koh y col., 1998; Naish y Skibinski, 1998).
11.3.2.1. Estudios de hibridación
Existen varias fonnas de analizar las diferencias entre las secuencias de
nucleótidos de varias especies. Una de ellas se basa en el principio de la
hibridación, donde una secuencia predeterminada se utiliza como sonda para
encontrar la misma secuencia en muestras problema.
Una sonda de ADN es una secuencia corta de nucleótidos que se une a
regiones complementarias de un blanco o diana, permitiendo localizar una
secuencia homóloga de ADN en una muestra compleja. La
complementariedad entre los nucleótidos determina la hibridación de una
sonda con su ADN específico. Para desarrollar una sonda de ADN es
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necesario identificar una secuencia específica de nucleátidos, aislarla,
reproducirla y marcaría con un compuesto que permita determinar si ha tenido
lugar la hibridación con el ADN diana (Tenover, 1988). Los marcadores más
utilizados son los radioisótopos 32P, ~S, 3H, 1251 y ‘4C, aunque también
pueden emplearse enzimas como la peroxidasa de rábano, la fosfatasa
alcalina, compuestos fluorescentes, el complejo avidina-biotina o el hapteno
digoxigenina (Dovey y Towner, 1989).
Las sondas génicas pueden obtenerse por varios procedimientos:
• Mediante síntesis química de los oligonucleótidos, para lo cual es
necesario conocer la secuencia de nucleótidos del ADN del organismo a
investigar.
• Extrayendo el ADN de las células y fragmentándolo con enzunas de
restricción, para que al menos alguno de ellos contenga la secuencia de
bases que le confiera especificidad.
A continuación, y con el fm de reproducir esa secuencia, se insertan los
fragmentos en un vector plasmídico que favorezca la donación y propagación.
Después de otro tratamiento con endonucleasas y de la separación de los
fragmentos por electroforesis, éstos se marcan en un extremo (marcaje
terminal) o a lo largo de toda la cadena con la molécula elegida. La
hibridación de la sonda marcada con un ADN problema se pone de manifiesto
por auto-radiografia, colorimetría o detección de fluorescencia, dependiendo
del compuesto empleado como marcaje (Leigliton-Jones, 1991; Wolcott,
1991).
Para la identificación de especies se pueden utilizar como sondas,
secuencias de nucleótidos especificas de especie. Sin embargo, lo más sencillo
es utilizar como sonda ADN nuclear total de la especie de referencia, marcado
con un compuesto adecuado (radioactivo o no). El ADN de las muestras
problema, desnaturalizado por calor o por tratamiento alcalino, se fija a una
membrana de nylon y se incuba con la sonda. La sonda marcada se unirá
solamente al ADN de las muestras problema que reconozca como
complemetario. Esta técnica, denominada <Lot blot, se ha utilizado para la
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identificación de carnes de cerdo, vacuno, cabra, oveja y poíío, tanto crudas
como sometidas a tratamiento térmico (Chilumi y col., 1990; Winter$ y col.,
1990; Ebbeh$j y Thomsen, 1991a, 1991b). Sin embargo, la presencia de
reacciones cruzadas de las sondas con el ADN de especies muy cercanas
filogenéticanaente (como ocurre entre los rumiantes), puede limitar la
aplicación de esta técnica. Cuando no se producen reacciones cruzadas, los
límites de detección pueden llegar al 0,1% de la especie analizada en mezclas
con otras especies, aunque por lo general no es posible la cuantificación. Una
de las ventajas de esta técnica es que es muy sencilla y no requiere el
conocimiento de ninguna secuencia en panicular de la especie analizada.
Wínter~ y col. (1990), compararon cuatro métodos para detectar carne
de cerdo en mezclas de carne cruda de cerdo y vaca: hibridación del ADN
(dat blot), inmunodifúsión, imnunoelectroforesis en contracorriente e
isoelectroenfoque. Utilizando la hibridación del ADN genómico total,
detectaron hasta el 0,5% de cerdo crudo en mezclas con vaca. La sensibilidad
para detectar carne de cerdo fue del 0,4% en la inmunoelectroforesis a
contracorriente, del 1% con la inmunodifusión y del 5% con el
isoelectroenfoque.
Otra de las técnicas de hibridación con sondas de ADN que se ha
utilizado para la identificación de especies y para estudios filogenéticos y de
poblaciones es la denominada southern hlot. Esta técnica se aplica
principalmente al estudio del ADN initocondrial y comprende varias etapas.
En primer lugar se aísla el ADNmt de la muestra y se fragmenta utilizando
enzimas de restricción. Los fragmentos de ADN obtenidos se separan
electroforéticamente en geles de agarosa y a continuación se transfieren a una
membrana de nylon. Seguidamente se sumerge la membrana en una solución
de hibridación que contiene una sonda de ADNmt específica de la especie
objeto de análisis. La sonda híbrida en los lugares de la membrana donde se
encuentre su secuencia complementaria, los cuales se visualizan por auto-
radiografía. La posición de las bandas obtenidas produce perfiles específicos
que permiten identificar la especie o población de procedencia de las muestras
por comparación con patrones adecuados (Figura 6).
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EXTRACCIÓN DE ADN
ENZIMAS DE
RESTRICCIÓN
A)
DESNATURALIZACIÓN
¡ \ -fr
Electmforesis
B)
—a-.
ADN marcado
+ *
Southernblot
ADN marcado
+ *
Técnicas de hibridación del ADN. El ADN extraído se puede
analizar conforme a dos estrategias diferentes: (A) La técnica de
dol blol aprovecha las diferencias en el ADN nuclear para
diferenciar especies. (B) En la técnica de southem blot las enzimas
de restricción reconocen y cortan secuencias de la molécula de
ADN. Si las secuencias difieren entre las muestras, los fragmentos
resultantes difieren en longitud y se separan por electroforesis. Las
secuencias específicas de especie se visualizan mediante
hibridación de las bandas electroforéticas con sondas de ADN.
Dol blot
coco
Figura 6.
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Las enzimas de restricción son endonucleasas que cortan enlaces
fosfodiéster de secuencias especificas de la molécula de ADN, originando
fragmentos de diversos tamaños que se separan por electroforesis. Se conocen
más de cíen enzimas de restricción, y cada una de ellas reconoce una
secuencia de cuatro a ocho nucleótidos de longitud y corta la doble cadena de
ADN de una forma determinada. Las enzimas de restricción que cortan las dos
cadenas del AUN en la misma posición, como la Hae III, producen bordes
romos, mientras que las que cortan las dos cadenas de ADN en puntos
distintos, como la Hínd 111, originan fragmentos de ADN con extremos
cohesivos. El número y posición de los lugares de restricción depende de la
secuencia de nucleátidos de la molécula de AUN. Por lo tanto, el número y
tamaño de los fragmentos generados reflejan la mayor o menor actividad de
las endonucleasas en el genoma celular, y penniten poner de manifiesto
mutaciones en determinadas posiciones de la secuencia de nucícótidos. Tales
diferencias se conocen como polinioffismo en la longitud de los fragmentos
de restricción (Restriclion Fragmení Length Po¡ymorphism) y puede resultar
muy útil para diferenciar especies.
El polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP)
del AUN initocondrial se puede poner de manifiesto utilizando la técnica de
southern bloz o bien, marcando directamente con fósforo radioactivo (321» los
fragmentos de AUN antes de proceder a su separación electroforética. Estas
técnicas se han utilizado para estudiar la variabilidad genética de poblaciones
de peces de una misma especie en función de su procedencia geográfica. En
este sentido, mediante el estudio del RFLP se pueden diferenciar las
poblaciones de salmón atlántico europeas de las norteamericanas
(Bermingham y col., 1991) y las anadromas de las no anadromas (Palva y
col., 1989). También, mediante RFLP se ha estudiado la variabilidad genética
de las poblaciones de trucha de rio irlandesas (McVeigh y col., 1995> y
galesas (Bembo y col., 1994) y de las truchas de lagos canadienses (Grewe y
col., 1993; Kornfleld y Kircheis, 1994), entre otras especies (Guénette y col.,
1993; Vonrinen y col., 1993; Wirgin y col., 1993>.
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11.3.2.2. Reacción en cadena de la poilmerasa (PCR)
La técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), fue ideada
por Kary Mullis a mediados de la década de los ochenta (Sailci y col., 1985) y,
al igual que la secuenciación del ADN, ha revolucionado la genética
molecular haciendo posible un acercamiento novedoso al estudio y análisis de
los genes. Esta técnica permite producir un gran número de copias de una
secuencia específica de ADN sin recurrir a la donación.
La reacción de PCR se basa en la repetición cíclica de tres etapas (Figura
7):
1. Desnaturalización del ADN de doble cadena presente en la muestra para
separar las dos cadenas. La desnaturalización se consigue aplicando
temperaturas superiores a 900C.
2. Unión específica de los cebadores (oligonucleótidos sintéticos) a las
cadenas sencillas mediante complementariedad de bases. Se deben emplear
al menos dos cebadores que, tras unirse cada uno a una cadena diferente,
delinuiten la secuencia diana que se pretende amplificar. La temperatura a
la que se realiza la unión (Tm) es crítica para controlar la especificidad de
la reacción y depende, exclusivamente, de la composición de bases de los
cebadores. Aunque existen programas informáticos que calculan la
temperatura de unión de los cebadores, la fórmula Tm42(A±T)+4(G+C)]-
5 está muy difundida en los laboratorios de genética. Cuando los cebadores
empleados en una misma reacción poseen Tm diferentes, siempre se aplica
la temperatura inferior.
3. Extensión de la cadena de ADN copia a partir de los cebadores mediante
la enzima AUN polimerasa. La polimerasa inicia su actividad tras
reconocer la unión de los cebadores a las cadenas de ADN de la muestra.
Inicialinente, la polimerasa que se empleaba procedía de Escherichía
cotí (Sailci y col., 1985>, pero se desnaturalizaba cuando se sometía a 920C
durante la primera etapa de cada ciclo y, por lo tanto, había que reponerla al
inicio de cada fase de extensión, impidiendo la automatización del proceso.
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La introducción de una enzima termoestable, la Taq polimerasa (Sallé y col.,
1988), junto con el diseño de termocicladores, propiciaron el empleo rutinario
de la técnica de PCR en los laboratorios al permitir su completa
automatización. La Taq polimerasa procede de un microorganismo, Thermus
aquatícus, cuyo medio natural son las aguas termales y géiseres y, por lo
tanto, poseedor de una AUN poliinerasa que resiste temperaturas por encima
de los 900C alcanzados durante la fase de desnaturalización. La actividad de la
AUN polimerasa requiere la presencia de magnesio, siendo la concentración
de este ión un parámetro fundamental para la optiniización de la reacción. La
temperatura a la que ejerce su acción se sitúa en tomo a 720C. Actualmente
existen otras AUN polimerasas termoestables además de la Taq polimerasa.
Después de cada ciclo se obtiene como resultado la duplicación de la
secuencia de AUN diana delimitada por la pareja de cebadores específicos.
Dado que las nuevas copias también sirven como patrones en los ciclos
subsiguientes, la cantidad de AUN generado se incrementa exponencialmente.
El resultado neto de la reacción en cadena de la polñnerasa es que al fmal de
“n” ciclos, la reacción contiene una cantidad teórica de 2” moléculas de ADN
bicatenario que son copia de la secuencia del AUN comprendido entre los
cebadores. Un proceso de amplificación de entre 20 y 40 ciclos, amplificará
un millón de veces, como niinñno, el número de copias del fragmento de
ADN diana que exista en la muestra original. Los fragmentos amplificados se
detectan fácilmente mediante electroforesis en geles de agarosa y tinción con
bromuro de etidio. El bromuro de etidio es un compuesto fluorescente que se
intercala entre los pares de bases adyacentes del AUN, permitiendo su
visualización cuando se ilumina con luz ultravioleta. Cuando los fragmentos
esperados son de un tamaño muy pequeño también se pueden emplear geles
de poliacrilamida.
Actualmente, además de la técnica de PCR clásica, existen otras
modalidades de PCR (PCR anidada, PCR múltiple, RT-PCR), asociaciones de
PCR con otras técnicas (PCR-RFLP, PCR-RAPD, PCR-SSCP) y, fmahnente,
técnicas de amplificación distintas del PCR (LCR, 3SR, QJB). Todas ellas han
sido objeto de múltiples revisiones (Wolcott, 1991; Hill, 1996).
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Un factor clave para la expansión de las técnicas de PCR ha sido la
creciente disponibilidad de cebadores específicos, posibilitada por los avances
en las técnicas de secuenciación de ácidos nucleicos, que han permitido
conocer las secuencias de un número considerable de genes, y por otra parte,
el desarrollo de equipos y reactivos para la síntesis rápida y económica de
oligonucleótidos.
Es posible que no conozcamos la secuencia de nucleótidos del gen que
nos interesa, pero sí la secuencia de aminoácidos de la proteína que codifica
dicho gen. En estos casos se pueden diseñar cebadores que amplifiquen el gen
basándonos en el empleo de codones de la especie que estamos estudiando y
en posibles homologas con genes similares que hayan sido secuenciados en
otras especies. Como es sabido, diferentes codones pueden codificar un
mismo aminoácido. Por ello, si al sintetizar un cebador existen dudas sobre la
identidad de una base debido a la presencia de un codón ambiguo, dicha base
puede ser sustituida por desoxinosina (dI). La dI actúa como un espaciador
que tolera cualquier otro nucleótido en la cadena complementaria. Asimismo,
se pueden emplear cebadores degenerados; esto es, una mezcla de cebadores
que comprenden las distintas combinaciones de bases que pueden ocurrir en
las posiciones de los codones ambiguos.
La manipulación de los reactivos empleados en la técnica PCR debe ser
extremadamente cuidadosa, ya que si se contaminan con AUN extraño (por
ejemplo, procedente de amplificaciones previas) se pueden producir falsos
positivos. Para evitarlo, se deben distribuir todos los reactivos en alícuotas,
separar en la medida de lo posible la zona de preparación de las muestras de
la de procesado, y disponer de un equipo (termociclador, pipetas, etc.)
exclusivamente dedicado a esta técnica.
Tras realizar la técnica de PCR y visualizar los resultados, la presencia
de aniplicones del tamaño esperado se suele considerar la prueba de un
resultado positivo. Sin embargo, para tener una certeza absoluta, la identidad
del fragmento amplificado deberla ser confirmada mediante hibridación con
una sonda específica, digestión con enzimas de restricción o secuenciación.
En el caso de la identificación de especies, la asociación de la técnica de PCR
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con otras técnicas (secuenciación, RFLP, SSCP, etc.) tiene además como
objetivo discriminar secuencias de nucleótidos muy semejantes, sobre todo
cuando se trata de especies muy relacionadas fliogenéticamente (Bossier,
1999).
Las posibilidades de aplicación de la reacción en cadena de polimerasa
al análisis de los alimentos no se limitan a la identificación de especies en
productos de origen animal. Otras posibles aplicaciones incluyen, por
ejemplo, la detección de trigo en alimentos para celiacos (Alhnann y col.,
1992), detección de microorganismos patógenos (Hill, 1996; Hotzel y col.,
1996; Simon y col., 1996; Wang y col., 1997), enumeración de
microorganismos alterantes (Eamshaw y Gidley, 1992; Gutiérrez y col.,
1997), detección de alimentos e ingredientes alimentarios modificados
genéticamente (Du y col., 1992; Padegimasy col., 1993; Meyer, 1995; Gachet
y col., 1999), etc. La aplicación rutinaria de estas técnicas se extenderá, con
mayor o menor rapidez, dependiendo del desarrollo de métodos sencillos para
extraer el ADN del alimento y para eliminar las posibles sustancias
inhibidoras presentes en las muestras.
11.3.2.2.1. Secuenciación defragmentos de ADN ampft/icados por PCR
Mediante la secuenciación de fragmentos de genes especificos se
pueden diferenciar especies muy cercanas. El procedimiento consiste en que
un fragmento de un gen, por ejemplo el citocromo 1’, se amplifica por la
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para obtener suficiente AUN y
posteriormente se secuencia. Para seleccionar adecuadamente el gen que se
debe amplificar conviene tener en cuenta varias premisas: la región del
genoma que se va a amplificar debe acumular mutaciones con suficiente
rapidez para que organismos estrechamente relacionados tengan diferentes
secuencias de nucleátidos, pero con suficiente lentitud para que la variación
intraespecífica no sea importante; además, el tamaño del segmento de AUN ha
de ser lo bastante largo para detectar diferencias de secuencia entre especies
próxñnas, pero suficientemente corto para poder secuenciaría en un gel
estándar de secuenciación. Generalmente conviene seleccionar una región de
un gen que codifique una proteína, porque los errores de amplificación yio
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secuenciación pueden detectarse traduciendo la secuencia de nucícótidos y
comparándola con la secuencia de aminoácidos conocida del gen.
El análisis de las secuencias obtenidas permite identificar diferencias
interespecificas que permitan distinguir especies filogenéticamente cercanas.
La valoración de tales diferencias suele requerir la utilización de programas
informáticos complejos. En cualquier caso, la secuenciación es una técnica
cara y requiere personal especializado para llevarla a cabo, por lo que en la
identificación de especies se buscan técnicas alternativas más baratas y
sencillas.
Uno de los genes que se han utilizado con mayor frecuencia para la
diferenciación de especies es el gen niitocondrial del citocromo /t
Actualmente se dispone de la secuencia total o parcial de este gen en
numerosas especies animales (Kocher y col., 1989; Irwmn y col., 1991), desde
insectos hasta la especie humana, pasando por la mayoría de los animales de
abasto (Chikuni y col., 1994> y diversas especies de peces (Bartlett y
Davidson, 1991; Ram y col., 1996; Ámason y col., 1998; Quinteiro y col.,
1998).
La secuencia de aminoácidos del citocromo b está muy conservada,
pero como los aminoácidos pueden ser codificados por dos o más codones
distintos, los genes del citocromo /‘ difieren en algunos nucleótidos incluso en
especies estrechamente relacionadas. Estudios mira- e interespecíficos
muestran que la variación dentro de una especie es menor que entre especies.
Por otra parte, Kocher y col. (1989), observaron que un solo par de cebadores
permite amplificar un segmento de 309 pb de este gen en la mayoría de los
vertebrados.
Además del gen citocromo b se han utilizado otros fragmentos del
genoma mitocondrial para la diferenciación de especies de pescado, como los
genes de los ARN ribosómicos 125 y lÓS (DeSale y Birstein, 1996),
subunidades de la NAUH deshidrogenasa (Cronin y col., 1991) y la región de
control (Nielsen y col., 1994; Alvarado-Bremer y col., 1997).
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Si bien la mayoría de los estudios filogenéticos y de diferenciación de
especies se han basado en la secuenciación y comparación del ADN
mitocondrial, la bibliografla recoge algunos estudios basados en genes
nucleares que conviene señalar. Este es el caso de los genes de la hormona del
crecimiento (GH), que han servido de base para el estudio de las relaciones
filogenéticas y la clasificación de los salmónidos.
Devlin (1993), aisló y secuenció dos tipos de genes de la hormona de
crecimiento en el salmón rojo. Estos genes, de aproximadamente 4 kilobases,
codifican proteínas de 210 aminoácidos y presentan gran similitud con las
hormonas de crecimiento caracterizadas en otros salmónidos, como el salmón
atlántico (Johansen y col., 1989) y la trucha arco iris (Agellon y col., 1988).
De la comparación de estas secuencias se desprende que la trucha arco iris es
más parecida al salmón del Pacífico que al del Atlántico, lo cual explica la
reclasificación que se hizo en 1988 de la trucha arco iris desde el género
Salmo al género Oncorhynchus.
En 1996, McKay y col., examinaron las relaciones entre nueve
especies de Oncorhynchus, el salmón atlántico y la trucha lacustre (Salve/inris
namaycush), analizando la secuencia de AUN de la subunidad 3 del gen
mitocondrial NADH-deshidrogenasa y parte del gen nuclear tipo 2 de la
hormona del crecimiento amplificados por PCR. La conclusión de este trabajo
fue que el salmón keta y el salmón rosado son especies hermanas, y que el
salmón japonés y el salmón amago están más próximos a la trucha del
Pacífico que al salmón del Pacífico. Un antepasado común de la trucha arco
iris y de la trucha de garganta cortada (O. ciar/cO se separó de la linea proto-
Oncorhynchus y a partir de él derivaron las siete especies de salmón del
Pacifico.
Otro ejemplo de gen nuclear que se puede aplicar para la diferenciación
de especies es el gen supresor de tumores pS3. La proteína codificada por el
gen p33 es muy conservada entre los vertebrados, desde el hombre a los peces
(De Fromentel y col. 1992; Mayr y col., 1995). Sin embargo, existen
diferencias en la longitud de los intrones de este gen. Esta circunstancia puede
utilizarse para identificar especies de peces, como se pone de manifiesto al
Introducción 60
comparar las secuencias de dos fragmentos del gen p53 amplificados a partir
del lenguado y de la trucha arco iris (Kusser y col., 1994).
11.3.2.2.2. Análisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restricción de regiones del ADN ampíJicadas por PCR (PCR-
RILP)
Aunque la secuenciación de regiones especificas del ADN ha
demostrado ser una técnica adecuada para estudios iflogenéticos y de
poblaciones piscícolas (Can y Marshall, 1991; Hartley y col., 1992;
Lockwood y col., 1993; Nielsen y col., 1994; Baker y col., 1995; Rosel y
Block, 1996; Vis y col., 1997), es costosa y laboriosa, lo que la hace
inapropiada para el análisis rutinario de los alimentos. Varios investigadores
(Chikuni y col., 1994; Meyer y col., 1995; Borgo y col., 1996; Céspedes y
col., 1998; Wolf y col., 1999) han comprobado que el análisis del
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción de productos de
PCR (PCR-RFLP) es una técnica con gran capacidad discriminatoria para la
identificación de especies animales. Con ésta técnica, para identificar una
especie no se secuencian los productos de PCR, sino que se digieren con
endonucleasas de restricción (Figura 8). Los únicos nucleótidos utilizados en
la identificación son los que integran las dianas de restricción de las
endonucleasas seleccionadas. Sin embargo, la secuenciación puede ser útil
como paso previo para seleccionar enzimas que proporcionen patrones de
restricción específicos de especie. La sustitución de una base en la diana de
restricción se manifiesta por la diferencia en la longitud de los fragmentos
resultantes y su migración electroforética en geles de agarosa.
Los genes sobre los que se ha aplicado la técnica de PCR-RFLP para la
diferenciación de especies animales, y de pescado en particular, son
prácticamente los mismos que se utilizan con la técnica de PCR-
secuencíación, con claro predominio de los genes nútocondriales.
11.3.2.2.3. Estudio del polímorftsmo de conformación de las cadenas
sencillas de ADN ampl4icadas por PCR (PCR-SSCP)
Uno de los inconvenientes que puede presentar la técnica de PCR-
RFLP para la diferenciación de especies en productos procesados es que,
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debido a la degradación del ADN, sólo se pueden amplificar por PCR
fragmentos pequeños de AUN. Estos fragmentos, al ser tratados con enzimas
de restricción generan oligonucleótidos demasiado cortos para visualizarse
claramente en los geles convencionales de electroforesis. El análisis del
polimorfismo de conformación de las hebras de AUN monocatenario (SSCP)
puede resultar muy útil en estos casos.
Orita y col. (1989), describieron por primera vez el polimorfismo de la
conformación en las cadenas sencillas de AUN. En esta técnica, el ADN
bicatenario (ds) se desnaturaliza para obtener las dos cadenas de AUN
monocatenario (ss), que a continuación se separan en función de su peso
molecular mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. La sensibilidad
de esta técnica permite detectar mutaciones puntuales en los productos
amplificados por PCR, por lo que se ha utilizado para definir alteraciones
genéticas en ciertas enfermedades humanas.
En 1995, Relibein y col., trataron de diferenciar por SSCP muestras de
varias especies de atunes y bonito (Sarda sarda) congelados y enlatados.
Amplificaron dos regiones diferentes del gen citocromo ¿‘(de 123 y 148 ph) y
obtuvieron perfiles que permitieron diferenciar la mayoría de las especies. Sin
embargo, no fúe posible distinguir entre la albacora (Thunnus alalunga) y el
at(m rojo (Thunnus thynnus thynnus) debido a que su secuencía de nucleótidos
es idéntica en este fragmento (lJnseld y col., 1995).
En 1997, Rehbein y col., utilizaron este método de análisis del AUN
para verificar el conecto etiquetado de pescados crudos o enlatados o de
productos elaborados a base de especies de pescado estrechamente
relacionadas (atún, anguila, salmón, trucha y esturión, Acipenser siurbo).
Mediante la reacción en cadena de la pohrnerasa (PCR) amplificaron
segmentos conos del gen mitocondrial citocromo /> y analizaron el
polimorfismo de conformación de las hebras sencillas de AUN para obtener
perfiles específicos de especie. Las hebras de ADN se separaron por
electroforesis en geles comerciales de poliacrilamida y se visualizaron por
tinción con plata. Las cuatro especies de anguila (Anguilla anguila, Anguilla
rostrata, Anguila japonica y Anguila australis) dieron lugar a diferentes
perfiles con la técnica de PCR-SSCP. Estos resultados concuerdan con los
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obtenidos con otras técnicas de análisis de ADN, ya que A. anguulla y A.
rostrata se habían diferenciado anteriormente por análisis del polimorfismo en
los fragmentos de restricción (PCR-RFLP) (Tagliavini y col., 1995), y para la
diferenciación de A. anguila, A. japornca y A. bicolor (Takagi y Taniguchi,
1995) se había utilizado la valoración del polimorfismo del AUN amplificado
al azar (RAPD).
Otro objetivo del estudio de Rehbein y col. (1997), <te la
diferenciación de filetes y huevas de varias especies de pescado de la familia
Salmonidae: salvelino (Salvehnusfontinalis), trucha común, trucha arco ñisy
salmón atlántico. Los patrones obtenidos a partir de filetes fueron específicos
de especie. En el mercado existen varios tipos de caviar (de esturión) cuyos
precios son muy diferentes. En el trabajo citado se obtuvieron productos de
PCR a partir del AUN del caviar de esturión beluga, sevruga y osietra, que
mediante SSCP originaban patrones que permitían la diferenciación
inequívoca de estas tres especies. Finalmente, se ha comprobado que
amplificando fragmentos pequeños de AUN (123 y 148 pb) de muestras de
arenque, sardina, bacalao, atún y bonito enlatados, se obtienen perfiles
específicos de especie a pesar de la degradación de proteínas y AUN
acaecidos durante el proceso de esterilización (Mackie y Taylor, 1972;
Chikuni y col., 1990>.
La técnica de PCR-SSCP fue aplicada por Rea y col. (1996), para
diferenciar el cerdo y el jabalí europeos. Sin embargo, debido a la similitud de
la secuencia de AUN con que trabajaron (región D-loop del ADN
mitocondrial) no fue posible diferenciar estos animales pertenecientes a la
misma especie: Sus scrofa domestica (cerdo) y Sus scrofafera (jabalí).
Aunque en la técnica de PCR-SSCP se espera visualizar dos bandas de
AUN monocatenario (ssDNA) para cada gen amplificado, pueden encontrarse
más de dos bandas con distinta intensidad. Esto es debido a que la
conformación de las cadenas sencillas de ácidos nucleicos varía en flmción de
factores ambientales como la temperatura, la concentración del tampón de
electroforesis o la presencia de agentes desnaturalizantes en el gel, lo cual
modifica su movilidad en el mismo.
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Las ventajas de la técnica de PCR-SSCP con respecto a otras técnicas
genéticas para identificar especies son:
• Es posible analizar fragmentos de ADN degradado.
• Cambios puntuales en la secuencia de nucleátidos del AUN monocatenario
(ADNss) determinan una conformación diferente de las moléculas, que
pueden separarse electroforéticamente.
• El SSCP es una técnica rápida y fácil de desarrollar.
En cuanto a los inconvenientes de esta técnica conviene señalar que:
• Es necesario analizar muestras de referencia en el mismo gel junto con las
muestras problema.
• Los patrones SSCP aportan menos información que la secuenciación de las
cadenas de ADN.
• Antes de trabajar con geles preforinados comerciales, tipo PhastSystem”~,
la técnica requería el uso de nucleótidos radioactivos y de geles grandes.
11.3.2.2.4. Estudio del polimorfismo del ADN ampiJicado con cebadores
arbitrarios (RAPD)
Williams y col., describieron en 1990 el polimorfismo basado en la
amplificación al azar de segmentos de ADN utilizando cebadores de
secuencia corta y arbitraria (RAiPD: Random Amplffied Polymorphism DNA).
Trabajaron con muestras de ADN humano, de semilla de soja, de maíz y de
Neurospora crassa. Cada especie originé un perfil de bandas de ADN
distinto, pero también se observó polimorfismo entre individuos de la misma
especie. También demostraron que la modificación de un solo nucleátido en
los cebadores producía una modificación completa en el perfil del ADN
amplificado, revelando nuevos polimorfismos.
La especificidad del RAPD se basa en la utilización de ADN nuclear
purificado de un único individuo y no implica el conocimiento previo de la
secuencia del ADN con que se trabaja. Estas características, que facilitan la
realización de las pruebas, tienen el inconveniente del gran polimorfismo
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intra- e interespecífico observado. Asimismo, el RAPO no permite detectar
AUN de un determinado organismo en mezclas complejas de AUN, lo que
puede limitar su aplicación al análisis de alimentos (Meyer y Candrian, 1996).
Por otra parte, los perfiles electroforéticos que se obtienen son generalmente
muy complejos y deben ser analizados mediante sistemas informáticos de
captura e interpretación de imágenes. Otro aspecto a considerar para la
aplicación de esta técnica es su elevada sensibilidad a las condiciones de la
reacción de PCR, tales como el ADN diana, la concentración de magnesio o
los intervalos de tiempo/temperatura de los ciclos de amplificación.
En 1990, Welsh y McClelland trabajaron con este tipo de marcador
genético al que denominaron AP-PCR (cebador arbitrario-PCR). Obtuvieron
variación intra- e interespecífica trabajando con 5 especies de Staphylococcus,
11 cepas distintas de Streptococcus pyogenes y tres variedades de arroz,
Oryza satíva, y concluyeron que existía la posibilidad de extender el método a
otras especies cuyos genomas tuvieran un tamaño entre 5 x ío~ y 3 x
pares de bases, como los virus, el hombre y las píantas.
Mediante la aplicación del RAPD, Comincini y col. (1996), analizaron
la relación genética de cinco cérvidos: Cervus e/aphus, Dama dama,
Capreobus capreobus, Odoco¡leus hemious hemioris y Muntjac muntjac
vaginalis. Amplificando las muestras con ocho cebadores diferentes
consiguieron resultados reproducibles que incluían entre 5 y 10 bandas
monomórficas comunes a todas las muestras y multitud de bandas
poliniórficas con un tamaño comprendido entre 50 y 2.000 pares de bases
(ph). Utilizando programas infonnáticos identificaron marcadores específicos
de especie, tanto por la longitud como por la intensidad de los fragmentos
amplificados, que permitieron distinguir correctamente las especies
analizadas, incluso dentro de la misma subfainilia.
Koh y col. (1998), analizaron un total dc 29 cebadores de 10 nt de
longitud con un contenido variable en OC (del 50 al 80%) para obtener
perfiles de amplificación diferentes en vanas especies de anúnales (jabalí,
cerdo, vaca, búfalo, venado, peno, gato, conejo y canguro). Los patrones de
identificación obtenidos con los cebadores que contenían un 80% de OC eran
Introducción 66
más claros que los obtenidos con el resto de los cebadores. Ocho de los diez
cebadores con un 80% de <lIC permitían diferenciar visualinente las especies
analizadas. Según estos investigadores, la capacidad de discriminación del
método RAPD es prácticamente ilimitada, ya que siempre es posible utilizar
nuevos cebadores escogidos al azar.
La técnica de RAPD se ha utilizado también para la diferenciación
genética de 3 especies de pescado del género Oreochromis, en las que
también se estudió la variabilidad genética intraespecífica (Dinesh y col.,
1996). Utilizando un único cebador de 16 nt de longitud, identificaron 13
marcadores genéticos que permitían distinguir las 3 especies analizadas.
Harding y col. (1997), trataron de obtener perfiles polimórficos para
estudiar por RAPD la relación genética intraespecífica del bogavante
americano (Homarus americanus) capturado en tres regiones separadas
ecológica y geográficamente. Sin embargo, el análisis fenotipico de las bandas
obtenidas no permitió apreciar diferencias significativas entre las muestras
capturadas en las distintas localizaciones.
Bielawski y Pwno (1997), investigaron la variación genética existente
entre las percas (Morone saxaíihs) de cinco ños distintos de la costa este de
los Estados Unidos. Después de seleccionar cinco cebadores de los cuarenta
inicialmente escogidos, los resultados demostraron que la variación del ADN
nuclear en la perca de la costa atlántica es extremadamente baja.
11.3.2.2.5. Estudio de secuencias repetitivas delADN cromosómico
Los marcadores genéticos basados en el ADN niltocondrial ponen de
manifiesto cambios en la secuencia del AUN, como resultado de mutaciones
puntuales. Recientemente, en la identificación de especies, la atención se ha
centrado en determinar las diferencias que se observan en el número de copias
repetidas de un fragmento de AUN (Brooker y col., 1994; Hartley y
Davidson, 1994; Angers y col., 1995; Galvin y col., 1995; Garrido-Ramos y
col., 1995). Distribuidos por todo el genoma de los organismos eucariontes se
encuentran bloques de secuencia similar o idéntica. Estas secuencias se
clasifican de acuerdo al tamaño decreciente del número de bases en: satélites,
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ininisatélites y nijerosatélites. De ellos, los utinisatélites y microsatélites han
sido los más utilizados en la identificación de especies
Los satélites consisten en unidades repetitivas de cientos a miles de
pares de bases que se repiten miles o incluso millones de veces. Se pueden
aislar del ADN genómico mediante centrifugación en un gradiente de cloruro
de cesio. Se les denomnina satélites porque tras su separación en los gradientes
aparecen como una banda distinta de la banda de AUN genómico.
Los minisatélites son secuencias de AUN de 9 a 64 pares de bases que
se repiten de dos a cientos de veces en un determinado locus del cromosoma.
Algunos minisatélites son los fragmentos de AUN más variables que se
conocen, con una heterozigosidad próxima al 1000/o, y un nivel de mutación
del 2% por generacion. Se han utilizado minisatélites polimórficos para la
identificación de un gran número de especies que incluyen mamíferos, aves y
peces.
Los microsatélites son secuencias de 1 a 5 pares de bases que se repiten
hasta 100 veces en un determinado locus. Los microsatélites están distribuidos
aleatoriamente por el cromosoma y no se localizan como los minisatélites, en
las regiones próximas al centrómero y telómero. Tienen dos características
muy interesantes para la identificación de especies, como son el polimorfismo
y la heredabilidad. Su alto polimorfismo permite tener un gran número de
alelos distintos en cada locus, y por lo tanto, una gran capacidad de
discriminación. Se han descrito microsatélítes en el hombre, ratón, rata, peno,
cerdo, caballo, abejas, salmón, trucha y bacalao (Angers y col., 1995).
El polimorfismo de los microsatelites fue demostrado por Tautz (1989),
y por Weber y Ma>’ (1989). Durante los dos años que siguieron a su
presentación, se utilizaron como marcadores genéticos en estudios médicos y
forenses. Su uso ha continuado extendiéndose en la década de los 90 (sólo en
1994 se publicaron más de 200 artículos con el término nuicrosatélite en el
título). Al principio, los estudios se centraron en extraer el AUN genómico,
cortarlo con enzimas de restricción, transferirlo a membranas de nitrocelulosa
e hibridarlo con sondas de minisatélites o microsatélites. En la Tabla 5 se
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Sonda(s) Aplkae[4<~ Rdertnó#
(GÁCA)4CTh Poecilio Jalipinna Análisis de variación de Laughlrn y Turner
poblaciones (1994)
46 Salmo trilla Análisisde variación de Pradobí y col., 1992
poblaciones
pSPfltlS Oreochromts nt/attcus Analisis dc ginogénesis Carter y ccl., 1991
pSPTl9.6
3.15 . . Hop¡ostethus atianlicus Análisisde variación de Baker y ccl., 1992
poblaciones
Mli
RVR
D2—2 Oncorhynchus Identificación de Stevens y col., 1993
tshawytscha estructura familiar en
poblaciones
PYNZl3Z Gasterosteus aculearus Estudios de paternidad Rico y col., 1991
O’Reilly y Wright, 1995
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muestran algunas de las sondas de minisatélites que se han utilizado para
estudiar el polimorfismo multilocus en varias especies de peces.
El polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricción obtenido
con sondas de mini y microsatélites (Figura 9) refleja variación alélica en
muchos locí simultaneamente (Jeffreys y col., 1985a; Epplen y col., 1991).
Estos marcadores altamente poliniórficos son especialmente apropiados para
los análisis de paternidad y en medicina forense, pero son inadecuados para
muchos estudios genéticos de poblaciones debido a la incapacidad de asignar
un locus específico a las bandas observadas. Además, esta metodología resulta
menos sensible (se requiere mayor cantidad de AUN de partida), más
laboriosa y más cara que los métodos basados en la amplificación por PCR,
los cuales permiten visualizar la variación alélica en determinados loci de
mini o microsatélites.
La tenjencia actual para el estudio del polimorfismo de mini y
microsatélites en un locus detenninado se basa en la especificidad de las
regiones de AUN que lo flanquean y en las variaciones del número de
repeticiones de la unidad básica. Las secuencias de los fragmentos de ADN
que bordean el locus se utilizan para diseñar cebadores que permiten su
amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa (Jeffteys y col.,
1994), por lo que es imprescindible conocer la secuencia de esta zona. Los
productos de PCR se visualizan mediante electroforesis. Estas técnicas son
más sencillas que las basadas en el southern blot, pero tienen el inconveniente
que no se pueden aplicar para amplificar fragmentos mayores de 4 o 5 Kb.
La principal ventaja de los marcadores multi/ocus es que las sondas
pueden producir hibridaciones cruzadas entre distintos taxones (Georges y
col., 1988). En consecuencia, una única sonda se puede utilizar para
identificar individuos genéticamente distintos. Sin embargo, en los perfiles
aparecen múltiples bandas que en algunos casos son dificiles de interpretar.
Las ventajas de los marcadores genéticos de un solo locus frente a los
multilocus, son que:
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• Los perfiles de las bandas son menos complejos y es poco probable la co-
migración de alelos de loci no homólogos.
• Ya que las bandas se atribuyen a cada locus, se puede estimar la
frecuencia de los alelos.
• Utilizando estándares de alelos se pueden comparar muestras problema en
un gel.
Entre las limitaciones de los marcadores unilocus conviene señalar la
complejidad de los mecanismos de mutación que generan variación en
algunos minisatélites, entre los que se incluyen deleciones, duplicaciones
intra-alélicas y recombinación inter-alélica (Wright, 1993).
Gracias al conocimiento de las secuencias de nucleátidos en especies
como el bacalao del Atlántico (Brooker y col., 1994), salmón atlántico
(Slettan y col., 1993;) y trucha común (Estoup y col., 1993), se sabe que
muchos microsatélites consisten en tramos ininterrumpidos de unidades
idénticas repetidas en tándem, y que la mayoría de las diferencias entre los
álelos parecen debidas al aumento o disminución del número de repeticiones
de unidades de idéntica longitud. Por el contrario, casi todos los minisatélites
analizados en peces están compuestos por varios tipos de unidades repetitivas,
agrupadas en unidades más grandes que se repiten (Bentzen y Wright, 1993;
Harris y Wright, 1995).
Se han desarrollado sondas específicas de especie para analizar locus
de secuencias repetitivas en gádidos, salmónidos y Ti/apia, entre otros. Galvin
y col., (1995), evaluaron la variabilidad genética del bacalao y encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de alelos de las poblaciones del
noreste Atlántico y entre las poblaciones del este y Oeste del Atlántico. Entre
los salmónidos existen niveles de polimorfismo moderados, con locí que
exhiben entre 5 y 10 alelos y valores de heterocigosidad comprendidos entre
el 36 y el 77%. Bentzen y Wright (1993), identificaron la secuencia de
nucleótidos del niinisatélite Ssal del salmón altántico que contiene 16 pares de
bases repetidas. La sonda Ssal desarrollada para el salmón atlántico se ha
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utilizado también para obtener perfiles específicos en otros salmónidos como
el salmón keta, (Taylor y col., 1994b).
El alto nivel de variación alélica de algunos ¡ninisatélites hace que la
utilización de métodos convencionales de separación por tamaño refleje
solamente parte de su variación real. Los minisatélites pueden diferir no sólo
en el número de copias de las unidades que se repiten, sino también en el
patrón de distribución de diferentes tipos de repeticiones. Jeffieys y col.,
(1990), estudiaron la variación en la secuencia de unidades de repetición en
moléculas sencillas (haploides) utilizando en primer lugar enzimas de
restricción, que reconocen y cortan determinados tipos de unidades
repetitivas. De esta manera, se observaron variaciones que antes no se
conocían. Posteriormente (Jeffreys y col., 1991>, desanollaron un método
basado en la amplificación por PCR, denominado MVR-PCR, para identificar
la variabilidad interna de las unidades repetitivas que integran un minisatélite.
Con este método, la secuencia de una unidad de repetición del minisatélite se
determina utilizando cebadores complementarios a los diferentes tipos de
subunidades repetitivas y un cebador que híbrida en la zona que bordea el
locus del minisatélite (Figura 10), Después de varios ciclos, se obtienen
distintas series de productos de PCR cuya longitud depende del número de
repeticiones obtenidas a partir de cada subunidad repetitiva.
La presencia de microsatélites en peces teleósteos es abundante.
Unidades repetitivas del tipo (GT)11 aparecen, como media, cada 7 Kb en el
bacalao del Atlántico (Brooker y col., 1994), 11-56 Kb en el salmón atlántico
(McConnell y col., 1995) y cada 23 Kb en la trucha común (Estoup y col.,
1993). La frecuencia de aparición del microsatélite (CT)~ se reduce a un tercio
de la frecuencia con que aparece el (GT)U (Estoup y col., 1993).
Monis y col. (1996), donaron y secuenciaron varios microsatélites
(GT)~ y (GA)~ de la trucha arco iris. En su trabajo concluyeron que los
marcadores microsatélites aislados de una especie de salmónidos (trucha arco
iris) son, en general, útiles para realizar estudios de otras especies de
salmónidos (trucha de garganta cortada, salmón keta, salmón plateado, salmón
real, salmón atlántico y salvelino). La utilización de estos marcadores en
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especies relacionadas reduce enormemente el tiempo y el coste de la
investigación genética en la acuicultura.
Slettan y col. (1997), caracterizaron cinco nuevos microsatélites del
salmón atlántico y analizaron éstos y otros microsatélites previamente
publicados (Slettan y col., 1995a, 1995b, 1996). Excepto uno de los cinco
microsatélites, el resto mostraron un alto grado de polimorfismo y secuencias
más largas que las observadas en los vertebrados superiores. Este fenómeno se
ha observado también en el bacalao y en la trucha arco iris (Brooker y col.,
1994).
Entre los numerosos estudios de ¿nicrosatélites de pescados y mariscos
publicados en los últimos años conviene señalar los trabajos de Patton y col.,
(1997) en Coregonus nasus; los de May y col., (1997) en el esturión,;
Bagshaw y Buckholt (1997) en el genoma del langostino Penaeus vannazne:;
Harris y Wright (1995> en Tilapia (Oreochromis nhlodeus) y los de Garrido-
Ramos y col., (1995) sobre las relaciones filogenéticas de la familia
Esparidae.
III. MATERIALES Y MÉTODOS
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111.1. MATERIALES
111.1.1. MATERIAL DE LABORATORIO
Para la preparación de los tampones y diversas disoluciones acuosas se
empleó agua destilada obtenida en un aparato de filtración “Millipore” mod.
Elix 3. También se empleó agua bidestilada obtenida en un destilador
“Nanopure” mod. Branstead.
Las pesadas ordinarias se efectuaron en una balanza monoplato “AND”
mod. EW-600. Para las pesadas de precisión se utilizó la balanza analítica
“AND” mod. ER-120.
Las mediciones de pH se realizaron con un pflmetro “Metrohm” mod.
654.
Los tampones se disolvieron mediante agitación electromagnética y, en
algunos casos, aplicando calor con placas “Nuova II” mod. Thennolyne. Los
agitadores de tubos empleados fúeron “Heídolph” mod. RFAX 2.000.
La desgasificación requerida en la preparación de los tampones se
realizó mediante un aparato de ultrasonidos “Selecta” mod. Ultrasons y con
una bomba de vacío “Eyela” mod. Aspirator A-3S.
Las incubaciones que requerían un control preciso de la temperatura se
efectuaron en un baño de agua termostatado “Grant” mod. Y14 y en una
estufa “Heraeus” mod. KB-500. Las incubaciones en agitación se realizaron
en un mcubador-agitador orbital “Lab-line” mod. 35.271.
Las muestras y reactivos se conservaron en arcones congeladores
“Kelvinator” mod. ACK-55, así como en frigoríficos “Aspes” y “Kelvinator”
mod. AKR-20 y en un armario frigorífico “Kelvinator” termostatado a 4±l~(?.
Las centrifligaciones se realizaron en una centrífuga refrigerada
“Sorvaill” mod. RC-5B, equipada con rotores 55-34 y GSA. Para centrifugar
(2) La cita de marcas de aparatos, reactivos, etc., no implica recomendación
alguna porparte de la autora.
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pequeños volúmenes de muestra se utilizaron centrífugas “Heraeus” de los
modelos Bioflige A, equipada con rotor tipo 1.220; Megaflige 1.0, equipada
con rotor tipo 2.150 y Biofuge lSR equipada con rotor tipo UFA 3.042.
Las diálisis de las muestras se efectuaron con cassettes de diálisis
“Slide-A-Lyzer” mod. 10K (Pierce) y con membranas tubulares “Serva” mod.
27/32 o “Medicelí International LTD” mod. 6-27/32.
Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un
espectrofotómetro “Kontron” mod. Uvikon 820 y en un espectrofotómetro de
doble haz “UV-VlS Hitachi” mod. U-2.000, registrándose los resultados en
una impresora ténnica Uvikon LS-4B y en un registrador Uvikon 21.
Las placas de ELISA de poliestireno de 96 pocillos que se emplearon
en las técnicas imnunoenzimáticas eran de “Nunc” mod. Maxisorp. La
agitación de las placas se hizo en agitadores de placas de ELISA “Wallac”
mod. 1.296-001 Delfia Plateshake y para las medidas espectrofotométricas se
utilizó un lector espectrofotométrico de placas de ELISA Labsystems iEMS
Reader MF. Para los ELISA en paletas, se utilizaron viales con paletas
“Nunc” mod. DK 4.000.
Las muestras se homogeneizaron en un triturador “Polytron” mod.
PCU y en un homogeneizador “Colworth” mod. Stomacher 400.
La esterilización húmeda del material utilizado en este trabajo se
realizó mediante un autoclave “Selecta” mod. Autester O, utilizando cintas de
papel indicador para comprobar la efectividad del proceso.
Para la amplificación de los fragmentos génicos de interés (reacción en
cadena de la polimerasa, PCR) se utilizó un tennociclador Techne mod.
“Progene”, equipado con tapa calefactora.
Las electroforesis de los ácidos nucleicos en geles de agarosa se
realizaron en una cubeta de electroforesis horizontal para ácidos nucleicos
“UGRIZON 58” Life Technologies, GIBCO BRL, con una fuente de
alimentación POWER PAC 300, BioRad.
La visualización de los fragmentos génicos amplificados por PCR se
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realizó utilizando un transíluminador de luz ultravioleta y un sistema de
documentación de imágenes mod. Geldoc 1.000 UY de BioRad.
Todas las manipulaciones de material genético se efectuaron en una
campana de flujo laminar “Teistar” mod. AV-lOO, equipada con una lámpara
ultravioleta.
Como material general de laboratorio se utilizaron pipetas y
micropipetas automáticas, así como pipetas multicanal “Labsystems”,
agitadores, mecheros de gas, tennómetros, jeringuillas, hojas de bisturí, etc.
El material de vidrio empleado en las expenencias descritas fue siempre de
tipo “Pyrex”.
IIL1.2. MATERIAL BIOLÓGICO
111.1.2.1. Animales de experimentación
En la obtención de anticuerpos policlonales se emplearon conejos
machos blancos de raza Nueva Zelanda, de 3,5 kg de peso. Los conejos se
mantuvieron en el animalario del Departamento de Nutrición y Bromatología
III de la Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid,
alimentados con dieta de mantenimiento para conejos y agua potable ad
lib¡tum.
111.1.2.2. Origen de las muestras
En este trabajo se han utilizado dostipos de muestras:
111.1.2.2.1. Tejido muscular
El tejido muscular procede de tres especies de pescado distintas, cada
una de ellas en estado fresco y ahumado. El número total de muestras
analizadas estuvo comprendido entre 130 y 140.
1. Muestras frescas
Los ejemplares frescos de salmón atlántico, trucha arco iris y palometa
procedían de pescaderías ubicadas en la Comunidad Autónoma de Madrid.
MaterialesyMétodos 79
2. Muestras ahumadas
Las muestras de salmón atlántico, trucha arco iris y palometa
ahumados se adquirieron en distintos centros comerciales de la Comunidad
Autónoma de Madrid. Las marcas comerciales fueron las siguientes:
• Salmón: Ahumados Doniinguez (Alcorcón), Skandia (Málaga),
Valkiria (Málaga), El Rey Vikingo (Málaga), Wonder (Paría) y
Pescaderías Coruñesas (Madrid)
• Trucha: Eurosalmón (Alcorcón), Pryca (Madrid), Skandia
(Málaga), Ahumados Dominguez (Alcorcón), Wonder (Paría) y
Pescaderías Coruñesas (Madrid).
• Palometa: Ahumados Domínguez (Alcorcón), Skandia (Málaga),
Validria (Málaga) y Wonder (Paría).
111.1.2.2,2. Tejido ovárico
1. Muestras frescas
Las huevas u ovarios de salmón atlántico y de trucha arco iris fueron
simiinistradas por MARCULTURA S.A. (La Coruña), empresa dedicada al
engorde de salmónidos. Dichos tejidos se mantuvieron en refrigeración con
hielo hasta su llegada al laboratorio. Las muestras correspondieron
aproximadamente a 25 individuos de cada especie.
2. Muestras ahumadas
Las muestras de huevas ahumadas analizadas estaban etiquetadas como
salmón y pertenecian a las marcas comerciales Royal (Barcelona), SOF
(Madrid) y Skandia (Málaga).
111.1.3. PRODUCTOS Y REACTIVOS
Los productos químicos y biológicos utilizados en los expenmentos
descritos en este trabajo fueron suministrados por alguna de las siguientes
firmas: Panreac (Barcelona, España), Sigma (St. Louis, USA), Merck
(Darmstadt, Alemania), Pharmacia (Uppsala, Suecia), Boebringer Mannheim
(Barcelona, Madrid), Fluka (Buchs, Switzerland), Difco (Detroit, USA), Life
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Technologies (Maryland, USA), Biotools (Madrid, España), Finnzymes
(Espoo, Finland), BioVentures (Tennessee, USA), Isogen (Utrecht, Holanda),
Ecogen (Barcelona, España), BioRad (Hercules, USA), New Englaud
BioLabs (Beverly, USA).
Los reactivos empleados en las técnicas genéticas eran reactivos para
biología molecular, es decir, libres de ADNasas, AiRNasas y ADN.
111.2. MÉTODOS
111.2.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS ANTIGÉNICOS
111.2.1.1. Extracción de las proteínas musculares solubles
La identidad biológica de las muestras utilizadas como antígenos
(Salmo salar, Oncorhynchus mykiss y Bramo rau) fue comprobada in sim en
la industria transformadora Ahumados Domínguez, S . A. atendiendo a sus
características morfológicas.
Para la preparación de los extractos antigénicos de salmón, trucha y
palometa ahumados, 40 g de tejido muscular se homogeneizaron en 200 ¡nI de
solución salina (8,5 gIl NaCí), se mantuvieron en agitación durante 2 h a 200(1?
y se centrifugaron a 3.500 x g durante 30 mlix a 100C. Los sobrenadantes se
filtraron a través de un papel de filtro Whatman ni, se liofilizaron y se
almacenaron en envases herméticos en refrigeración a 40C hasta su uso
(Figura 11). El extracto antigénico correspondiente a las proteínas musculares
solubles obtenidas de salmón ahumado se denominó PSS, el de proteínas
musculares solubles de trucha ahumada PST y el de palometa ahumada PSP.
111.2.1.2. Determinación de la proteína
La determinación del contenido proteico de los extractos antigénicos
de pescado ahumado se realizó según la técnica de Lowry modificada por
Markwell y col. (1978). Esta técnica se basa en el desarrollo del color que se
produce al reaccionar las proteínas con iones cúpricos y con el reactivo de
Folín Ciocalteau en dos etapas que se describen a continuación:
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1. En condiciones alcalinas, el cobre (Cu2~) forma un complejo con los
enlaces peptidicos de las proteínas (reacción de tipo Biuret),
reduciéndose a Cuh.
2. El Cu~, junto con la tirosina y el triptófano, reacciona con el reactivo de
Folín Cíocalteau originando un compuesto inestable que se reduce
lentamente hasta dar lugar al reactivo molibdeno-túngstico de color
azul. Dependiendo fundamentalmente de su contenido en tirosina y
triptófano, las proteínas producen un color azul de distinta intensidad.
Esta técnica pone de manifiesto los grupos fenoles de las proteínas y
por ello, es necesario evaluar los resultados en relación con una curva patrón
construida con anterioridad.
El método permite medir entre 10-100 gg/ml y, como en cualquier
técnica colorimétrica, existen variaciones según la proteína que se mida y
según las condiciones del ensayo.
Reactivos:
• Solución A: Na
2CO3 al 2%, NaOH al 0,43$, dodecil sulfato sódico
(SOS> al 1% y tartrato sódico potásico (NaKC4H4O6.4H20) al
0,16% en agua destilada.
• Solución B: CuSO4.5H20 al 4% en agua destilada.
• Solución C: Se obtiene mezclando 100 volúmenes de la solución A
con 1 volúmen de la solución B.
• Solución O: Reactivo de Folín Ciocalteau diluido en agua destilada
en la proporción 1:1 (y/y).
Procedimiento:
La determinación de la proteína se realizó en dos etapas:
1. Se construyó la recta patrón a partir de una batería de tubos que
contenian 1 ml de agua destilada y entre 10-100 gg de proteína
muscular soluble. Las muestras se diluyeron en el mismo volumen
(1 mi) y se preparó un blanco con agua destilada.
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2. Se añadieron 3 ml de la solución C a cada tubo y, después de agitar,
se dejaron los tubos en reposo a 200C durante 45 minutos. A
continuación, se añadieron 0,3 ni] de la solución D a cada tubo y de
nuevo, después de agitar, se dejaron los tubos en reposo a 200C
durante 45 minutos. Finalmente se midió la absorbancia a 660 nm.
111.2.2. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES
Los anticuerpos policlonales se encuentran en el suero de los animales
de laboratorio sometidos a la exposición continuada a un antígeno.
Constituyen una mezcla heterogénea de anticuerpos procedentes de muchos
clones de linfocitos B, que reaccionan frente a distintos determinantes
antigénicos (Figura 12). La afinidad y especificidad de estos anticuerpos varía
según los lotes de animales empleados en la inmunización, por lo que
generalmente es preciso purificar los inmunosueros antes de su utilización en
los imnuuoensayos.
111.2.2.1. Pauta de inmunización
Para obtener los inmunosueros se emplearon 3 lotes de 2 conejos
machos de la raza Nueva Zelanda de 3-3,5 Kg de peso. Al primer lote se le
inoculó el extracto antigénico de proteínas musculares solubles de salmón
ahumado (PSS>; al segundo lote el extracto antigénico de proteínas
musculares solubles de trucha ahumada (PST); y al tercer lote el extracto
antigénico de las proteínas musculares solubles de la palometa ahumada
(PSP).
La inmunización de cada lote comenzó con dos inoculaciones (una
intradénnica, en varios puntos de la espalda del animal, y otra intramuscular)
del extracto antigénico correspondiente (5 mg de proteína) emulsionado en
0,5 ml de Adyuvante Completo de Freund y 0,5 ml de solución salina estéril
(CINa al 0,85%). Las inoculaciones se prolongaron durante 4 meses a
intervalos de 1-2 semanas (Tabla 6), sustituyendo el Adyuvante Completo de
Freund por el Incompleto a partir de la segunda inoculación.
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Tabla 6. Pata de inninnizsciénsde ks conejos por inoculación de frs extractos
dc sahuáz tniehay
antigénicos ..
EXTRACTOSM4TIGENICOS
Días ¡‘SS
(mg)
¡‘ST
(mg)
PSP
(mg)
SSE
(mi) (mi)
o
13 5
20 5
22 5
41 5
55 5
62 5
97 5
122 5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
0,5 0,5
0.5
1
0,5
0,5
1
0,5
1
PSS: Proteina Soluble de Salmón
PST: Proteína Soluble de Trucha
PSP: Proteína Soluble de Palometa
SSE: Solución Salina Estéril
ACF: Adyuvante Completo de Freund
AIF:Adyuvante Incompleto de Freund
SC: Inoculación Subcutánea
ID: Inoculación Intradérmica
IM: Inoculación Intramuscular
S~: Sangría inicia]
Si: Sangría día 20
S~: Sangría día 41
S3: Sangría día 62
54: Sangría día 97
55: Sangría día 122
ACF AIF’
(mi)
Inocuiaeión Sangría
So
Sc
0,5 Sc
1
SI
ID/IM
0,5 SC
0,5
52
Sc
1
0,5
ID/INrI
Sc
ItvI1
53
54
SS
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Antes de la primera inoculación del extracto antigénico se realizó una
sangría inicial (Sa) para comprobar la ausencia de reactividad de los sueros de
los animales frente al antígeno correspondiente. Así mismo, a los 20, 41, 62,
97 y 122 días de la primera inoculación, se realizaron sangrías parciales de la
arteria central de la oreja, con el fin de verificar la eficacia de la
inmunización.
Antes de proceder a la sangría final de los conejos, se comprobó,
mediante la técnica del ELISA indirecto, que el titulo de los sueros
procedentes de las sangrías parciales era suficiente.
111.2.2.2. Sangría final
Pasados 130 días del comienzo del proceso de inmunización y una vez
comprobado que el titulo de los ininunosueros era el adecuado, se efectúo la
sangría final (SE) de los animales. Para tal fin se anestesiaron los animales por
vta intravenosa en la vena marginal de la oreja con pentobarbital (35 mg/kg
de peso). A continuación, se colocaron sobre una mesa en decúbito supino,
inmovilizándoles las cuatro extremidades y, seguidamente, se les introdujo
una aguja (18G) entre el cuarto y el quinto espacio intercostal de la región
torácica. Cuando la aguja ya estaba en posición intracardiaca, se fije
recogiendo la sangre en tubos de vidrio hasta el desangrado completo del
animal.
¡11.2.23. Obtención y conservación del suero
La sangre se mantuvo 3 horas a temperatura ambiente para facilitar la
formación del coágulo. A continuación, se separó cuidadosamente el coágulo
de las paredes de los tubos con ayuda de una espátula y se mantuvo a
durante 18 h para favorecer su retracción. El suero se trasvasó a tubos de
centrífuga y se centrifugó durante 20 miii a 3.000 x g a una temperatura de
4’C. El sobrenadante obtenido se dividió en alícuotas previa adición de azida
de sodio (0,0 1% p/v>. Los viales de vidrio que contenían el suero se
conservaron en congelación a -20%?, hasta el momento de su utilización.
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111.2.2.4. Purificación pardal de los inmunosueros
Los inmunosueros obtenidos frente a las proteínas solubles de salmón
ahumado (anti-PSS), trucha ahumada (anti—PST) y palometa ahumada (anti-
PSP), se purificaron parcialmente mediante precipitación selectiva con sulfato
amónico al 50%.
La precipitación con sulfato amónico es uno de los métodos más
utilizados para la separación de las proteínas de una solución acuosa. El
método se basa en que las proteínas solubles forman puentes de hidrógeno
con las moléculas de agua a través de sus grupos polares. Cuando se añaden
concentraciones elevadas de iones fuertemente cargados como el amonio y el
sulfato, éstos compiten con las moléculas proteicas por el agua. De esta
fonna, las proteínas, al perder su unión con las moléculas de agua,
disminuyen su solubilidad, lo que origina su precipitación. La concentración
de sulfato amónico necesana para precipitar las inmunoglobulinas varía con la
especie animal de la que proceden, aunque la más conveniente en la mayoría
de los casos es una solución al 50% (Harlow y Lane, 1988).
La precipitación de las inmunoglobulinas de los inmunosueros mili-
PSS, anti-PST y anti-PSP se realizó de acuerdo con la técnica descrita por
llarlow y Lane (1988). Para ello:
- Secentrifugaron lomldesueroa3.Oooxgdurante3ominyel
sobrenadante se Irasvasó a un vaso de precipitado.
- Se añadieron (gota a gota y agitando al mismo tiempo) 10 ml de
sulfato amónico saturado (76,1 g de (NF142.S04 en 100 ml de agua
destilada) cuyo pH se babia ajustado a 7,4 con NaOH 1 N
inmediatamente antes de su empleo.
- La mezcla se mantuvo en reposo una noche a 40<3 y se volvió a
centiifúgar a 3.000 x g durante 30 mm para recuperar las
inmunoglobulinas precipitadas.
- Eliminado el sobrenadante, las inmunoglobulinas presentes en el
sedimento se resuspendieron en 5 ml de tampón fosfato salino
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(PBS, de pH 7,2) y, a continuación, se dializaron en tampón PBS
con azida de sodio (10 id/ml) durante 16 h a 40<3~ Finalizada la
diálisis, las imnunoglobulinas se distribuyeron en alícuotas de 5 ml,
manteniéndose a -200C hasta su utilización.
111.2.2.5. Neutralización del suero con antigenos de especies heterálogas
Con el fin de evitar las reacciones cruzadas de los anticuerpos
policlonales frente a las proteínas de especies de pescado distintas de aquellas
frente a las que se obtuvieron, se procedió a su neutralización. Para ello, los
anticuerpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP, diluidos 1:2.000 en PBSTM
(tampón PBS con un 1% de Tween 20 y un 1% de leche desnatada en polvo),
se mezclaron con una cantidad apropiada de los extractos antigénicos de las
especies heterólogas de pescado ahumado. El suero anti-PSS se bloqueó con
0,5 mg del extracto antigénico de trucha (PST) y 0,5 mg del de palometa
(PSP) por ml de suero diluido. El suero anti-PST se bloqueó con 1,5 mg1ml de
los extractos antigénicos de salmón (PSS) y de palometa (PSP), y el suero
anti-PSP se bloqueó con 0,1 mg/ml de los extractos antigénicos de salmón
(PSS) y de trucha (PST). Las mezclas de cada suero con los extractos
antigénicos heterólogos se incubaron durante 1 h a 370<3 y se utilizaron
directamente en la técnica de ELISA indirecto.
111.2.3. T CNICAS INMUNOENZIMÁTICAS
111.2.3.1. Técnica del ELISA indirecto
En esta técnica, los antígenos se fijan por adsorción pasiva a una
superficie inerte (placas de poliestireno de 96 pocillos o paletas de
poliestireno). A continuación se incorporan los anticuerpos específicos, que al
reconocer al antígeno quedan unidos a él. El complejo formado se detecta por
un segundo anticuerpo marcado con una enzuna, que reconoce como
antígenos a los anticuerpos específicos. La reacción se visualiza porque al
actuar la enzima sobre un sustrato adecuado se libera un compuesto
coloreado, que se puede cuantificar espectrofotométricamente (Figura 13).
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111.2.3.1.1. Preparación de la muestra anúgénica
Para la preparación de las muestras de salmón, trucha y palometa
utilizadas como antígenos en la técnica de ELISA indirecto, se procedió como
se describe a continuación: 40 g de salmón, trucha o palometa ahumados se
homogeneizaron en 200 ml de solución salina (8,5 g/l Nací), se agitaron
durante 2 1 a 20%? y se centrifugaron a 3.500 x g durante 30 mm a 100<3. Los
sobrenadantes se filtraron a través de un papel de filtro Whatman n0 1 y se
analizaron inmediatamente o se conservaron a -20%? hasta su uso.
Para su utilización en el ELISA indirecto, las muestras de salmón se
diluyeron 1 300 en tampón PBS, las muestras de trucha 1:45 y las muestras de
palometa 1 800 en el mismo tampón.
111.2.3.1.2. Anticuerpos
Se utilizaron los anticuerpos anti-PSS (anti-proteina de salmón), anti~
PST (anti-proteína de trucha) y anti-PSP (anti-proteina de palometa),
parcialmente purificados mediante precipitación de las inmunoglobulinas con
sulfato amónico (ver sección 111.2.2.4) y neutralizados con los extractos
antigénicos de las especies heterólogas (ver sección 111.2.2.5).
111.2.3.1.3. Conjugado
Se empleó un conjugado comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo
obtenidas en cabra y marcadas con la enzima peroxidasa de rábano (Dako). El
conjugado se utilizó diluido 1:2.000 en tampón PBSTM.
111.2.3.1.4. Tampones y reactivos
a) Tampón PBS de pH 7.2
NaCí (0,14M) 8,Og
Na
2HiPO4. 12H20 (8,1 mM) 2,9 g
KH2PO4 (1,5 mM) 0,2g
KCI (2,7 mM) 0,2g
Agua destilada II
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b) Tampón PBST
Se prepara como el tampón PBS y se le añade un 1% de Tween 20.
c> Tampón PBSTM
Se prepara con el tampón PBST y se le añade un 1% de leche
desnatada en polvo.
d) Sustrato
El sustrato empleado Iñe la solución 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina
(TMB> (Boehringer Mannheim). Después de 10 mm de incubación, la
reacción se paró con H2S04 1 M.
e) Solución de tapizado
Gelatuna al 1% en tampón PBS.
111.2.3.1.5. Metodología del ELiSA indirecto
Los pocillos de una placa de ELISA se sensibilizaron con 100 id del
antigeno correspondiente, diluido en PBS, y la placa se incubé durante 1 h a
37%?, tras lo cual se lavé 5 veces con tampón PBST. A continuación, para
tapizar las zonas del pocillo en las que no se hubiera adsorbido el antígeno, se
añadieron a cada pocillo 200 1d de gelatina al 1% en tampón PBS. La placa se
mantuvo 30 miii a 37<’C y los pocillos se lavaron 5 veces con tampón PBST
para eliminar el exceso de gelatina. Seguidamente, se añadieron a cada pocillo
100 ,tI de los anticuerpos neutralizados, diluidos en PBSTM y se incubaron en
agitación durante 1 h a temperatura ambiente. Finalizada la incubación, los
pocillos se lavaron cinco veces con tampón PBST para eliminar los antigenos
heterólogos y los anticuerpos libres. A continuación, se depositaron 100 gí del
conjugado diluido en tampón PBSTM y, de nuevo, la placa se mantuvo en el
agitador de placas de ELISA durante 1 h a temperatura ambiente. Tras lavar
los pocillos cinco veces con agua destilada para eliminar los restos del
conjugado libre, se añadieron a cada pocillo 150 ¡II del sustrato TMB y la
placa se agité durante 10 mm a temperatura ambiente. La reacción se paré
adicionando ~o ~tlde H2S04 1 M. El color azul, resultante de la degradación
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del sustrato por la enzima, vira a amarillo al parar la reacción. La intensidad
de la reacción se cuantificó midiendo la absorbencia de cada pocillo a 450 mu
en un lector especirofotométrico de placas de ELISA.
En cada ensayo se realizaron los siguientes controles:
- Control del antígeno: gelatina + anticuerpo + conjugado + sustrato
- Control del anticuerpo: antígeno + gelatina + conjugado + susirato
- Control del conjugado: gelatina -4- conjugado + sustrato
- Control del sustrato: gelatina + sustrato
Si la absorbancia a 450 nm de alguno de los controles era mayor de
0,150 el experimento se consideraba nulo.
111.23.2. Técnica del ELISA indirecto en paletas
La técnica del ELISA indirecto en paletas es una técnica rápida y
sencilla, que requiere escaso instrumental para su desarrollo
111.2.3.2.1. Preparación de la muestra
La preparación de las muestras de salmón, trucha y palometa utilizadas
como antígenos en la técnica de ELISA indirecto en paletas se llevó a cabo
como se describe en la sección 111.2.3.1.1.
Las muestres antigénicas de salmón, trucha y palometa se utilizaron
diluidas 1:10 en PBS,
111.2.3.2.2. Anticuerpos
Se utilizaron los anticuerpos policlonales anti-PSS, anti-PST y anti-
PSP previamente neutralizados y diluidos 1:2.000 en PBSTM (sección
111.2.2.5). El suero anti-PSS se neutralizó con 0,75 mg de PST y 0,5 mg de
PSP por mililitro de suero diluido. El suero anti-PST se neutralizó con 1,5 mg
de los extractos antigénicos PSS y PSP, y el suero anti-PSP fue neutralizado
con 0,1 mg de los extractos anuigénicos de sahnón y trucha.
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111.2.3.2.3. Conjugado
Se empleó un conjugado comercial de anti-imnunoglobulinas de conejo
obtenidas en cabra y marcadas con la enzima peroxidasa de rábano (Dako),
diluido 1:1.500 enPBSTM.
111.2.3.2.4. Tampones y reactivos
Todos los tampones y reactivos se prepararon como se describe en la
sección 111.2.3.1.4.
111.2.3.2.5. Metodología del FUSA indirecto en paletas
Las paletas de poliestireno (Nunc) se introdujeron en criotubos de
polipropileno (Nunc) en los que se había depositado 1 ml de la muestra
antigénica correspondiente (Figura 14). Durante 15 miii, se enroscaron y
desenroscaron varias veces los tapones de los criotubos para facilitar la
adsorción de los antígenos a las paletas. A continuación, las paletas y los
criotubos se lavaron cuidadosamente con agua corriente evitando invertir los
tapones. Seguidamente, las paletas se incubaron durante 15 minutos con 1 ml
de los anticuerpos policlonales neutralizados correspondientes, diluidos en
PBSTM. Finalizada la incubación, las paletas se lavaron de nuevo con agua
del grifo para eliminar aquellos anticuerpos que no hubiesen reaccionado. A
continuación, se incubaron las paletas durante 15 minutos con 1 ml de
conjugado diluido en PBSTM. Tras lavar las paletas con agua del grifo para
eliminar los restos de conjugado libre, se introdujeron en un criotubo que
contenía 1 ml de sustrato. La reacción positiva se identificó visualmente por
el desarrollo de color azul. Todas las incubaciones se realizaron a 200C.
111.2.4. TÉCNICAS GENÉTICAS
fl1.2.4.1. Elección de los marcadores genéticos
Para la elección de los marcadores, se comenzó por realizar una
búsqueda bibliográfica de secuencias de genes que pudieran resultar
adecuados al objetivo de este trabajo. Interesaban genes con regiones
conservadas en diferentes especies para amplificar el mismo fragmento de
ADN en todas ellas, pero a la vez, que tuvieran suficientes diferencias como
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para distinguir una especie de otra.
Finalmente se eligieron tres genes mitocondriales (citocroino
cítocromo oxidasa 11 y 165 ARNr) y dos genesnucleares (SS ARNr ypS3).
111.2.4.2. Diseño de cebadores
Los cebadores utilizados para amplificar los marcadores genéticos
elegidos se exponen a continuación:
1112.4.2.1. Gen Citocromo b
CY’TB-1: 5’-CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA- 3’ (26
nucleétidos, Tm = 69”C)
CYTB-2: 5’-CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A- 3’ (25
nucleótidos, Tm 6RC)
Estos cebadores Iheron diseñados por Barlett y Davidson (1991), para
la amplificación de una región conservada del gen citocromo b en especies de
túnidos.
La síntesis de los oligonucleótidos CYTB-l y CYTB-2 se realizó en el
Centro de Secuenciación Automatizada de ADN, ubicado en el Departamento
de Microbiología II de la Universidad Complutense de Madrid.
111.2.4.2.2. Gen Citocromo oxidasa 11 ((2011)
Para diseñar cebadores que amplificaran el gen mitocondrial de la
subunidad II de la citocromo oxidasa (<3011), se buscaron las secuencias de
este gen disponibles en las bases de datos GenBank y EMBL A continuación,
utilizando el programa PRIME del paquete informático Genetic Computer
Group (GCG, Universidad de Wisconsin), se diseñaron los cebadores CYTO-l
y CYTO-2 sobre las secuencias disponibles del gen <3011 de salmón y trucha.
Con el programa FASTA del mismo paquete informático, se
compararon las secuencias de los cebadores diseñados con toda la base de
datos de secuencias para comprobar la concordancia de éstos con el gen <3011
en todas las especies disponibles. La síntesis de los cebadores CYTO-l y
CYTO-.2 la realizó una casa comercial (ISOGEN).
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CVTO-I: 5’-T<3<3 nc Afl TTC ACG ACC- 3’ (18 nucleétidos)
CYTO-2: 5’-TGC GTC CAT TU? TAC ACC- 3’ (18 nucleótidos)
111.2.4.2.3. Gen 16SARNr
Los cebadores 16S-l y 16S-2, utilizados para amplificar parte del gen
16S ARNr, se diseñaron como se ha descrito en el gen <3011, a partir de las
secuencias disponibles en las bases de datos GenBank y EMBL y utilizando
los programas del paquete informático GCG.
Las secuencias de nucleótidos de estos cebadores, que fueron
sintetizados por ISOGEN, son:
16S-1: 5’-CAC CAC AAC ATA CAT ACC <3-3’ (19 nucleétidos)
165-2: 5’-CGT TAA A<3C CAl AGT CAC AG- 3’ (20 nucleótidos)
111.2.4.2.4. Genp53
Kusser y col. (1994), diseñaron este par de cebadores basándose en una
región de ADN complementario del gen supresor de tumores pS3 de la trucha
arco iris. Los cebadores p53-5 y p53-7 amplifican los exones 5 y 6 de dicho
gen, entre los que se encuentra uit intrón.
p53-5: 5’-ACT <3GC CAG ACC TGA ACA AG- 3’ (20 nucleótidos,
Tm=57%2)
pS3-7: 5’-CTG AGO AGO <31<3 ATA GGG GA- 3’ (20 nucleótidos,
Tm=590C)
La síntesis de estos cebadores se realizó en el Centro de Secuenciación
Automatizada de ADN de la U.C.M.
111.2.4.2.5. Gen SSARNr
En los organismos eucariotas superiores, el gen 55 ARNr consta de una
secuencia conservada de 120 pb y de un espaciador no codificante (NTS) de
longitud variable. Pendas y col. (1995), diseñaron los cebadores que a
continuación se detallan basándose en la región conservada del gen 55 ARNr
de la trucha arco rns.
55-1: 5’-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC- 3’ (21 nucleótidos,
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Tm=630C)
58-2: 5’-CAG GCT GGT ATG GCC GTA AGC- 3’ (21 nucleótidos,
Tm =630<3)
La localización de los cebadores 5S-l y 5S-2 en la región codificante
SS corresponde a los nucícótidos 1-21 y 2445, respectivamente.
El Centro de Secuenciación Automatizada de ADN de la U.C.M.
sintetizó estos oligonucleótidos.
111.2.42. Extracción del ADN
En el desarrollo de este trabajo se utilizaron diversos métodos de
extracción del ADN a partir de muestras de pescado fresco y ahumado. (Leird
y col., 1991; Bartletty Davidson, 1991; Taggarty col., 1992; DeSaile y col.,
1993).
111.2.4.3.1. Método de extracción de Lairdy col (1991)
Este protocolo fue descrito por Laird y col. (1991), para el aislamiento
de ADN a partir de tejidos de mamíferos. Para ello se homogeneizaron 100
mg de muestra (tejido muscular) con 500 L’1 de tampón de lisis (100 mM Tris-
HCI, PH 8,5; 5 mM EDTA; 0,2% SDS; 200 mM CINa) y 200 ¡ig/mI de
proteinasa K. La lisis se desarrolló a 550<3 durante toda la noche y a
continuación se centrifugó el Usado a 15.000 x g durante 10 mm
El sobrenadante se añadió a otro tubo que contenía un volúmen igual
de isopropanol y se mantuvo a .800<3 durante 30 minutos. El ADN precipitado
se separé por centrifugación a 15.000 x g durante 20 mm y se lavó dos veces
con etanol (70%), en agitación, durante una hora. Tras una última
centrifugación, se decantó el etanol, se secó al vacio el sedimento y se
resuspendió el AUN en 100 3d de agua estéril.
111.2.4.3.2. Método de extracción de Bartleíty Davidson, (1991)
El método fue desarrollado por Bartlett y Davidson (1991), para la
extracción de ADN de túnidos y está basado en un procedimiento descrito
previamente para el aislamiento de ARN (<3homczynski y Sacehí, 1987). En
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este caso, 3,5 g de muestra (tejido muscular) se trocearon y homogeneizaron
con 10 ml de tampón de lisis (4 M tiocianato de guanidina, 25 mM citrato
sádico, 0,5% sarcosyl y 0,1 M 2-mercaptoetanol)y 1,5 ml de acetato sádico 2
M. Posteriormente, se añadieron 10 ml de fenol saturado en agua y 4 ml de
clorofonno-alcohol iscainílico (49:1). Se agitó vigorosamente y se depositó
en hielo durante 15 miii. A continuación, las muestras se centrifugaron a
10.000 x g durante 20 min a 40<3 y los sedimentos se lavaron con 5 ml de
etanol (70%) helado. Finalmente, se secó a vacío el sedimento y se
resuspendió en agua estéril.
111.2.4.33. Método de extracción de Taggany col. (1992)
Este método fue desarrollado por Taggart y col. (1992) para el
aislamiento rutinario de AUN de salmónidos y se realizó como se describe a
continuación: 100 mg de muestra (tejido muscular) se mezclaron con 390 u1
de tampón de lisis (0,2 M EDTA., 0,5% sarcosyl) y 10 ¡±1de proteunasa K (20
mg/inI) y la mezcla se incubo durante toda la noche a 420<3. Tennunada la
lisis, se añadieron 2 ixl de ARN-asa (10 mg/mI), se agitó la mezcla y se incubó
1 h a 37%?. A continuación, se añadieron 400 gl de fenol (equilibrado a pH 8).
Los tubos se agitaron vigorosamente durante 20 s y más suavemente durante
10 miii. Seguidamente, se añadieron 400 gí de cloroformo-alcohol isoanillico
(24:1) y se agitó de la misma manera que con el fenol equilibrado. Se
centrifugaron los tubos a 12.000 x g durante 3 mm. La fase acuosa se recogió
con una punta de pipeta ancha para evitar dañar la molécula de AUN y se
depositó en un tubo limpio junto con 2 volúmenes de etanol helado, donde se
dejó precipitar durante 10 miii. Posteriormente, se centrifugó y se lavó dos
veces el sedimento durante 1 h con etanol (70%). Finalmente, el sedimento
lavado se dejó secar a temperatura ambiente y el ADN se resuspendió en 100
gí de agua estéril.
111.2.4.3.4. Método de extracción de DeSaile y coL (1993)
Este método permite extraer ADN total (genómico y mitocondrial) a
partir de tejidos animales. El protocolo se desarrolló como se describe a
continuación: 100 mg de tejido muscular u ovárico se homogeneizaron en 500
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gl del tampón de extracción TSM (0,2 M Tris-base, 0,1 M EDTA, 1% SDS) y
6 pl de proteunasa K (20 mg/mI). Las muestras se incubaron toda la noche a
550<3 en agitación. Después de la incubación, los tubos se colocaron en hielo
durante 30 mm, se centrifugaron a 11.500 x g durante 10 miii y los
sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios, El ADN se extrajo dos veces
con un volumen igual de fenol-cloroformo-akohol isoamilico en una relación
25:24:1, y otra vez con un volumen igual de cloroformo. Seguidamente, el
ADN se precípitó con dos volúmenes de etanol a ~200<3durante 30 miii. Se
centrifugó a 15.000 x g durante 10 miii, se descartó el etanol y se resuspendió
el ADN en 500 pl de tampón TE (10 raM Tris-H<3l, pH 7,6; 1 mM EDTA). A
continuación se añadieron 50 pl de acetato amónico 5 M y 1 ml de etanol
absoluto pasa precipitar el ADN por segunda vez. Tras invertir varias veces el
tubo, se dejó reposar 20 miii a ~20úC.Finalmente, se centrifugó a 15.000 x g
durante 10 miii, se descarté el etanol, se dejó secar el sedimento de ADN y se
resuspendió en 100 gl de agua estéril. La concentración de AUN se estimó
midiendo la absorbancia a 260 nm.
lliL2.4.4. Estimación de la concentracióny calidad del ADN
Para estimar la concentración de ADN se puede emplear un método
electroforético (analizando la muestra problema en un gel de agarosa junto a
patrones de concentración conocida) y/o un método espectrofotométrico. Para
cuantificar el ADN o ARN espectrofotométricamente se realizan lecturas de
una dilución adecuada de la muestra a 260 nm (absorbancia máxima de ADN
y ARN) y 280 mxi (absorbancia máxima de las proteínas). La lectura a 260 nm
permite calcular la concentración de ácido nucleico en la muestra. Una unidad
de densidad óptica (1 D.O.) conesponde aproximadamente a 50 ¡igfml de
ADN bicatenario, 40 pg/ml de ADN monocatenario o ARN y a 20 pg/ml de
oligonucleótido monocatenario (Sambrook y col., 1989).
ADN/ARN Absorbanciamáxima a 260 mu
Proteínas Absorbancia máxima a 280 nm
Sales minerales Absorbancia máxima a 230 nm
La pureza del ADN se comprueba utilizando las relaciones de
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absorbancia ABS 2601280 y 230/260. Una muestra de AUN pura presenta una
relación ABS 260/280 comprendida entre 1,8-2,0. Si existe contaminación
con proteínas o fenol, la relación será significativamente menor. La relación
ABS 230/260 debe estar comprendida entre 0,3 y 0,7.
Por lo tanto, para que nuestra muestra de AUN tenga una calidad
aceptable:
ABS 260/280 = 1,8-2,0
ABS 230/260 = 0,3-0,7
La integridad del AUN obtenido se puede apreciar
electroforéticamente. Para ello, las muestras de AUN se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa D-l (Hispanlab) al 1,5% disuelta en
tampón TAE (0,04 M Tris-acetato, 0,001 M EDTA) al que se incorporaron
0,5 gg/ml de bromuro de etidio para visualizar el AUN bajo luz ultravioleta.
La banda de AUN extraído se coxnparó con el patrón XIV, marcador de peso
molecular de ADN (Boebringer Mannheim). Cuanto más íntegro está el ADN,
la banda que se observa está más definida y es de mayor tamaño; sin
embargo, un AUN difuminado en el gel y de un peso molecular pequeño es
un AUN degradado.
HI.2.4.5. Amplificación de fragmentos seleccionados de ADN por la
reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
Para amplificar los fragmentos génicos seleccionados (sección
111.2.4.1) se utilizó la reacción en cadena de la polimerasa (P<3R), utilizando
AUN extraído de las muestras de salmón, trucha y palometa (sección
111.2.4.3) y los cebadores descritos en la sección 111.2.4.2.
Las reacciones de amplificación por P<3R se realizaron en tubos de
polipropileno estériles de pared tina y capacidad de 0,6 ml. El volumen final
de cada reacción tite dc 50 j.d. La preparación de las reacciones se realizó en
una campana de flujo laminar equipada con lámpara ultravioleta para evitar
contaminaciones. Cada reacción contenía:
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• Tampón de P<3R (Tris-lIC lOmM, pH 8,8; K<3l 50 mM y 0,1%
Triton X-l0O). Suministrado por el fabricante a una concentración
10 veces superior a la de uso.
• CI2Mg 1,5 mM
• dNTIPs: 200 fiM de cada desoxinibonucleótido trifosfato (dATP,
d<3TP, dGTP y dTTP).
• Cebadores
•ADN
• 2 U de ADN polimerasa DynaZyme II (procedente de Thermus
brocktanus)
• Agua estéril (c.s.p. 50 itt)
Las concentraciones de ADN, cebadores y cloruro magnésico se
optimizaron para cada gen y juego de cebadores utilizado y, en todos los
ensayos, se preparaba además una reacción de control negativa que no
contenia ADN. Una vez incorporados al tubo todos los componentes de la
reacción, se agitaron y se centrifugaron brevemente para depositar la mezcla
en el fondo del tubo antes de introducirlos en el tennociclador. La adición de
aceite nuineral no es necesaria, puesto que el termociclador utilizado (mod.
“Progene”, Techne) posee tapa calefactada que evita la evaporacion.
Una vez finalizados los ciclos de temperatura programados, los
productos de PCR se conservaron a 40<3 hasta comprobar electroforéticainente
el resultado de la amplificación. A continuación, los tubos que contenían
productos de interés se conservaron a -20~<3 hasta suutilización posterior.
A continuación se muestran las condiciones de la reacción de PCRpara
cada pareja de cebadores:
111.2.4.5.1. AmpQficación del gen citocromo b
Con los cebadores <3YTB-l y CYTB-2 se amplificó un fragmento del
gen citocromo b de 358 pb a partir de muestras frescas y ahumadas de salmón
atlántico y trucha arco iris.
La reacción de PCR se preparó incorporando a los componentes
comunes de la mezcla (tampón PCR lOx, CI2Mg, dNTPs, polinierasa y agua)
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50-1.000 ng de ADN y 10 pmol de cada cebador (CYTB 1 y <3YTB 2). Una
vez mezclados todos los componentes de la reacción, los tubos se sometieron
a los siguientes ciclos de temperatura:
94%?
920<3
500<3
720<3
720<3
3 miii
luun
lmun
2 mm
?1}
10mw }
xl
x30
xl
111.2.4.5.2. Ampftficación del gen COl)’
La utilización de los cebadores
amplificar un fragmento de 464 pb a partir
salmón y trucha.
<3YTO-l y <3YTO-2 permitió
de muestras crudas y ahumadas de
Cada reacción de amplificación contenia 2-20 ng de AUN y 50 pmol
de cada cebador. Los ciclos de temperatura utilizados fueron:
940<3
940<3
490<3
72~C
3 miii
30 seg
30 seg
Imin
ji.
xl
x3
111,2.4,5.3, Ampl~icación del gen 168ARNr
Con la pareja de cebadores 165-1 y 165-2, se amplificó un fragmento
de 950 pb del gen mitocondrial 165 ARNr a partir del AUN de muestras
frescas y ahumadas de salmón y de trucha.
Para ello se utilizaron 20-50 ng de ADN y 50 pmol de cada cebador en
las reacciones de amplificación. Los ciclos térmicos empleados en la reacción
en cadena de la poliuuerasa fueron:
940<3 3 mm }xl
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920<3
550<3
720C
30 seg
30 seg
1mw
} x35
111.2.4.5.4. Amplq9cación del gen p53
Utilizando los cebadores p53-5 y p53-7, se amplificó un fragmento de
ADN nuclear, de longitud variable según las especies, correspondiente a los
exones 5 y 6 del gen pSi Para ello se necesitaron 1.000 ng de AUN y 50
pmol de cada cebador por reacción. Las condiciones programadas en el
termociclador fueron:
940<3
920<3
560<3
72%?
720C
3 mm
1mw
1mw
2 mm
}xl
}
lOmin }
x35
xl
111.2.4.53. Ampftficación del gen SSARNr
La pareja de cebadores SS-l y SS-2 se utilizó para amplificar varios
fragmentos de AUN nuclear, de longitud variable según la especie,
correspondientes al gen 55 ARNr. En este caso, se utilizaron entre 0,1-1 ng de
ADN y 10 pmol de cada cebador. Las condiciones de la reacción PCR fueron:
940<3
920<3
650<3
72~C
3 mm
45 seg
45 seg
45 seg
}xl
}x35
111.2.4.6. Electroforesis de los productos de PCR
Los productos de la amplificación por PCR se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa para visualizar y estimar el tamaño de los
fragmentos de ADN.
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La agarosa es un polímero lineal cuya estructura básica es D-galactosa-
3,6-anhidro U-galactosa, extraída de algas marinas. Las moléculas de ADN
(cargadas negativamente) migran a través del gel hacia el ánodo cuando se
aplica una corriente alterna y tal migración es inversamente proporcional al
log~q del número de pares de bases (Hellung y col., 1974). Por ello, las
moléculas con un peso molecular mayor migran más lentamente que las de
peso molecular inferior.
111.2.4.6.1. Tampones, geles y soluciones empleadas
1. Gel
Se compone de agarosa D- 1 (Hispanlab) al 1,5% disuelta en tampón
TAL al que se adicionan 0,5 jsg/ml de bromuro de etidio para visualizar el
AiDN bajo luz ultravioleta.
2. Tampón Tris Acetato (TAE
)
Tris base 242,0 g
Acido acético glaciar 57,1 ml
0,5 M EDTA pH 8,0 100,0 ml
Agua milIiQ 840,0 ml
3. Solución de transporte
Azul de bromofenol 0,05% (wlv)
Glicerol 60,0% (w/v)
Agua destilada resto
4. Patrón 1001w DNA Ladder (GibcoBRL
El patrón consiste en 15 bandas correspondientes a fragmentos de
ADN que difieren entre ellos en 100 pb, entre 100 y 1.500 pb, más ini
fragmento adicional de 2.072 pb. La intensidad de la banda de 600 pb es
aproximadamente 2 ó 3 veces mayor que la del resto.
5. Patrón BioMarker Low (50 ob) (BioVentures
Contiene bandas de 1.000, 700, 525, 500, 400, 300, 200, 100 y 50
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pares de bases.
6. Patrón Mass Ruler (BIO-RAD
)
Consiste en cinco bandas de peso molecular y concentración conocida:
l0ngde lOOpb;20ngde200pb;S0ngde500pb;70ngde700pb;y 100 ng
de 1.000 pb.
7. Patrón XIV marcador de yeso molecular de AUN. (Boehrinaer’
>
Condene 15 bandas de fragmentos de ADN con un tamaño de 100 a
1.500 pb y una banda adicional de 2.642 pb.
111.2.4.6.2. Preparación delgel
En un matraz Erlenmeyer se disolvió la agarosa en tampón TAL
calentándolo hasta ebullición en un horno microondas. A continuación, se
enfrió la solución hasta una temperatura aproximada de 6W<3 y se añadieron
0,5 ~.ig/mlde bromuro de etidio. Finalmente, el gel se virtió en la cubeta de
electroforesis y se introdujo el peine formador de los pocillos.
Una vez que el gel se polanenzó, se retiró el peine y se añadió un
volumen suficiente de tampón de electroforesis TAL para cubrir totalmente el
gel, quedando así listo para cargar las muestras en los pocillos.
111.2.4.6.3. Preparación de las muestras
En cada pocillo del gel se depositaron 8 pi del producto de
amplificación por PCR mezclados con 2 pi de la solución de transporte. En
todos los ensayos se reservaba un carril para introducir un patrón adecuado de
tamaño molecular de ADN.
111.2.4.6.4. Condiciones de separación
Las electroforesis se realizaron manteniendo el voltaje constante (100
V) durante un tiempo de aproximadamente 1 h. Finalizada la electroforesis,
las bandas de AUN del gel se visualizaron en un transiluminador de luz
ultravioleta y se registraron con un sistema de documentación de geles,
GelDoc System 1.000 PC (BioRad).
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111.2.47. Secuenciación de los fragmentos de AUN amplificados por PCR
111.2.4.7.1. Purificación de los productos de PCR
La secuenciación de los fragmentos de ADN amplificado requiere
purificar previamente la banda de interés de los productos de PCR para
separar el AUN de restos de agarosa, cebadores y nucícótidos sobrantes. El
procedimiento que se llevó a cabo fíe el siguiente: 120 jil de producto de
PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa LM-2 (Hispanlab) al
1%, con 1 ng/ml de bromuro de etidio, a 100 V durante 90 mm. La banda de
AUN se cortó bajo luz UV y se purificó utilizando el ka de extracción
QlAquick Gel (QIAGEN) como se describe a continuación:
— La banda de AUN se uncubó durante 10 miii a 500<? con 3
volúmenes del tampón QG del kit de extraccion.
— Una vez que la mezcla se disolvió y adquirió un color amarillo
(indicador de un pH adecuado), se mezcló con un volúmen de
isopropanol igual al del gel.
— A continuación, se aplicó la mezcla en una columna QlAquick
introducida en un tubo de microcentrífuga y se centrifugó durante 1
mina l0.OOOxg.
— Se descartó el eluato, se añadieron 0,5 ml de tampón QG a la
columna y se centrifugó de nuevo durante 1 mm a 10.000 x g.
— La columna se lavó añadiendo 0,75 ml de tampón PE y
centrifugando durante 1 mm.
- Finalmente, la columna se introdujo en un tubo limpio y el ADN sc
eluyó de la matriz con 30 pl de agua milliQ estéril y centrifugando]
muna 1O.OOOxg
Todos los tampones empleados fueron suministrados por el fabricante
del kit.
La purificación de los fragmentos amplificados de los genes citocromo
b, citocromo oxidasa II, 16S ARNr, p53 y 55 ARNr se llevó a cabo por este
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método.
111.2.43.2. Secuenciación de los productos de PCRpurificados
Los productos de P<3R purificados se secuenciaron en el <3entro de
Investigaciones Biológicas, Consejo Superior de Investigaciones Científicas
(Madrid) utilizando el cebador <3YTB-l para el gen citocromo b, el cebador
CYTO-l para el gen citocromo oxidasa II, los cebadores 16S-l y 16S-2 para
el gen 168 ARNr, ya que, debido a la longitud de este gen, fue necesario
secuenciarlo en ambas direcciones y el cebador p53-7 para el gen p53. La
secuenciación se realizó con el kit dRhodamine Tenuinator Cycle Sequencing
(PerkinlElmer) en un secuenciador automático AHí PRISM modelo 377
(PerkunfFlmer).
La secuenciación automática se realiza con un kit que consta de una
mezcla que contiene tampón de la reacción, cloruro de magnesio,
desoxirribonucleótidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), la enzima
ADN polimerasa y didesoxiterminadores marcados con cuatro
diclororodmnunas (dR6G, dROX, dR 110, dTAI%4RA>, cada ima de ellas con
una absorción máxima a una longitud de onda detenninada. A esta premezcía
se añade el AUN (50 ng> y el cebador. La temperatura de hibridación del
cebador con el ADN diana de la reacción ha de ser 50C inferior a la
temperatura de hibridación del cebador, y la temperatura de elongación es de
600<3. Los productos de la reacción se visualizan en geles de poliacrilamida,
en donde cada base se corresponde con una banda de color, y a su vez con un
pico del cromatograma.
111.2.4.8. AnáliSis informático de las secuencias de los productos de PCR
Para analizar las secuencias se utilizó el paquete de programas Genetic
Computer Group (GCG), Versión 9.0 (Universidad de Wisconsin).
En primer lugar, se utilizó el programa SEQED, que introduce,
modifica y construye secuencias partiendo de otras ya existentes. Con el
programa PILEUP se analizaron las secuencias del mismo gen pertenecientes
a distintas muestras y, con el programa PRETTY, se obtuvo la secuencia
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consenso de todas las secuencias alineadas y se apreciaron las diferencias
entre ellas. Asñnismo, se utilizó el programa MAP, que indica los puntos de
corte de enzimas de restricción sobre una secuencia de nucleótidos y traduce
la secuencia de nucleóúdos a aminoácidos.
111.2.4.9. Estudio del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restricción (RFLP)
En la mayoría de los casos no fue necesario purificar los productos de
P<3R como paso previo a la digestión con endonucleasas de restricción.
Las digestiones de los genes citocromo oxidasa II, 16S ARNr ypS3, se
llevaron a cabo en volúmenes de 20 ¡fi con 14 ¡ul de AUN amplificado, la
enzima de restricción correspondiente y 2 ¡tI del tampón de digestión lOx
recomendado por el fabricante. Las digestiones del gen citocromo b se
realizaron en un volúmen total de 30 ¡11, con 20 ¡fi de AUN, la enzima de
restricción correspondiente y 3 ¡fi del tampón de digestión lOx.
Los fragmentos de AUN resultantes se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa MS-8 (Hispanlab) al 3%, con 1 gg/ml de
bromuro de etidio, durante 1 hora a 100 V. El tamaño de los fragmentos se
estimó por comparación con un marcador comercial de tamaño molecular
(Bioventures).
111.2.4.9.1. Gen citocromo b
Los productos de PCR obtenidos con los cebadores <3YTB- 1 y CYTB-
2apfrdemuefrasfrescasyahumadasdesabnón,truchaypalometase
digirieron con endonucleasas de restricción sin ser purificados previamente.
Se utilizaron dos enzimas: Eco RV y Taq 1 (New England Biolabs, Beverly,
USA). Las digestiones se llevaron a cabo con 10 U de enzima por reacción.
Las reacciones de digestión se incubaron durante 3 horas a 370C (Eco RV) o a
65~C (Taq 1).
111.2.4.9.2. Gen citocromo oxidasa II (COII)
Las endonucleasas Nci 1 y Sau 3A1 (New England Bíolabs) se
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utilizaron para digerir los productos de P<3R del gen citocromo oxidasa II de
muestras frescas y ahumadas de salmón atlántico y trucha arco iris. Las
digestiones se realizaron a 370C durante 3 horas, con 10 U de enzima y
empleando como AUN el producto de PCR sin purificar.
111.2.4.9.3. Gen J6SARNr
Las enzimas de restricción que mostraron polimorfismo entre el
salmón atlántico y la trucha arco iris fueron Hpa 1 y Bst EII (New England
Biolabs). Los fragmentos amplificados del gen 165 ARNr se cortaron sin
purificación previa con estas dos endonucleasas. Las digestiones con Hpa 1 se
realizaron con 15 U de enzima y las de Bst FIl con so ti. Las incubaciones
fueron de 15 h a 3~<3 (Hpa 1) o a 600<3 (Rse FI!). Los fragmentos de ADN
digerido se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa D-l (Hispanlab)
al 1,5% en tampón Tris acetato, con 1 pg/ml de bromuro de etidio, durante 1
horaa 100V.
111.2.4.9.4. Gen p53
Los fragmentos de AUN amplificados con los cebadores p53-S y p53-
7, a partir de muestras ahumadas de salmón y de trucha, se trataron con las
endonucleasas de restricción Eco RV, Taq 1 y Hinf 1 (New England, Biolabs).
Los productos de PCR se digirieron sin purificación previa, con 10 U (Eco
RV y Taq 1) o con 20 13 (Hinf1) de la enzima correspondiente, durante 3 h a
370< (Eco RV y Hinf1) o a 650<3 (Taq 1)
IV. RESULTADOS
Resultados 111
IV.1. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES FRENTE
A LAS PROTEÍNAS MUSCULARES SOLUBLES DE SALMÓN
(Salmo salar), TRUCHA (Oncorhynchus mykivs> Y PALOMETA
(Brama rail) AHUMADOS
Para la obtención de los inmunosueros, se emplearon tres lotes de das
conejos que se mmunizaron con los extractos antigénicos obtenidos como se
describe en el apartado 111.2.1 .1. La concentración de proteína de los extractos
antigénicos, determinada por el método de Markwell y col. (1978), fúe:
Salmón (PSS): 250 ~tgproteína/mg de extracto liofilizado
Trucha(NT): 200 ~tgproteína/mg de extracto liofilizado
Palometa (PSP): 110 i’g proteína/mg de extracto liofilizado
Antes de comenzar el protocolo de inmunización, se extrajo una
muestra de sangre a los conejos (S0), y el suero obtenido se analizó mediante
la técnica del ELISA indirecto frente a los extractos antigénicos de interés
(NS, PST, PSP). Después de comprobar que ninguno de los conejos
presentaba reactividad inmunológica frente a dichos extractos antigénicos, los
animales se consideraron aptos para su inmunización.
Durante la inmunización de los conejos se realizaron cinco sangrías
parciales para comprobar si producían anticuerpos frente a las proteínas
musculares solubles de los pescados utilizados como antígenos, así como para
detectar si existían o no reacciones cruzadas con las proteínas musculares de
otras especies de pescado. En la sangríaparcial S~, efectuada a los 20 días de
la primera inoculación, se detecté una reacción inmunológica significativa de
los ininunosueros frente a sus respectivos extractos antigénicos. En las
sangrías realizadas a los 41, 62, 97 y 122 días, se aprecié un incremento
significativo de la respuesta inmunológica de los conejos frente a los extractos
antigénicos de interés, y por ello, a los 130 días de iniciar el proceso de
ininimización se efectuó la sangría final (SF).
Los inmunosueros procedentes de la sangría final se purificaron
parcialmente por precipitación con sulfato amónico (ver sección 111.2.2.4.).
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lvi. DESARROLLO DE TECNICAS INMJJNO-ENZIMATICAS
(ELISA) PARA IDENTIFICAR SALMÓN (Salmo salar),
TRUCHA (Oncorhynchus mykiss) Y PALOMETA (Brames rail)
AHUMADOS
IV.2.1. VALORACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES OBTENIDOS EN
CONEJOS
Mediante un ELISA indirecto se determinó la capacidad de los
anticuerpos policlonales anti—PSS, anti-PST y anti-PSP, precipitados con
sulfato amónico, para reconocer los extractos antigénicos de salmón atlántico,
trucha arco iris y palometa ahumados.
En primer lugar se determinaron las concentraciones óptimas de los
reactivos utilizados en el ensayo, siguiendo la metodología del ELISA
indirecto descrita en el apartado 111.23.13. Los resultados obtenidos en
experiencias preliminares indicaron que la dilución más apropiada de los
anticuerpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP, así como la del conjugado de anti-
inmunoglobulinas de conejo-peroxidasa era la de 1:2.000.
En la Figura 15 se puede observar cómo todos los anticuerpos
policlonales analizados mostraron una fuerte reactividad cruzada frente a los
extractos antigénicos de especies heterólogas. En consecuencia, tales
inmunosueros no se podrían utilizar para identificar las especies de pescado
ahumado, a no ser que se sometieran previamente a un proceso de
purificación.
Para utilizar estos mmunosueros en un ELISA indirecto e identificar
las especies de interés, los anticuerpos policlonales anhi.PSS, anú-PST y anti-
PSP se hicieron especificas de especie mezclándolos con los extractos
antigénicos liofilizados de las especies heterólogas, en un proceso conocido
como neutralización. Las concentraciones de los extractos antigénicos que
permitieron eliminar las reacciones cruzadas de los inmunosueros se
detenninaron experimentalmente como se describe en la sección 111.2.2.5.
Este es un procedimiento efectivo para eliminar las reacciones cruzadas sin la
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necesidad de utilizar columnas de purificación por cromatografla de afinidad
que contengan como ligandos los antígenos heterólogos.
La efectividad de la neutralización de los anticuerpos anti-PSS, anti-
PST y anti-PSP se observa en la Figura 16. Una vez que los anticuerpos
fueron neutralizados con las proteínas heterólogas, reconocian única y
exclusivamente al extracto antigénico frente al cual se produjeron.
IV.2.2. TÉCNICA DEL ELISA INDIRECTO PARA IDENTIFICAR
MUESTRAS DE PESCADO AHUMADO
Una vez que se disponía de anticuerpos policlonales específicos de
especie, se puso a punto una técnica de ELISA indirecto en placas para la
identificación inequívoca de muestras de salmón, trucha y palometa
ahumadas.
Previamente a su análisis, cada muestra de pescado ahumado se
preparó como se describe en la sección 111.23.1.1, para obtener un extracto
líquido de proteínas solubles que, una vez diluido en tampón PBS, se utilizó
como antígeno en la técnica del ELISA indirecto (sección ¡11.2.3.1.5).
Se analizaron muestras de cinco marcas comerciales diferentes de
salmón, trucha y palometa ahumadas frente a los anticuerpos policlonales
anti-PSS, anti.-PST y anti-PSP. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 7, donde se observa que una marca comercial de palometa ahumada no
fue reconocida por ninguno de los tres innrnnosueros (anti-PSS, anti-PST y
anti-PSP). Como se puede apreciar en la tabla, los valores de absorbancia de
muestras heterólogas para cada imnunosuero son similares a los valores de los
controles negativos. Por el contrario, las muestras de salmón alcanzan valores
de absorbancia superiores a 1,5 con el inmunosuero anti-PSS, las de tnicha
valores superiores a 1,2 con el inmunosuero anti-PST y las de palometa
valores superiores a 2,5 con el suero anti-PSP. En consecuencia, los
resultados obtenidos en el ELISA indirecto penniten identificar claramente
las muestras ahumadas de salmón atlántico, trucha arco iris y palometa.
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Tabla 7. kutvELlS4 indirecto psa duillisis t
inniunosuero
Especie analizada
(denominación comercia»
salms¡ 50
anti-PSS
1,861+029
auti-PST
0,314+002
anti-PSP
0,293+007
Trucha 50 0,465+021 1,256+035 0,302±0,16
Palometa 29 0,253 +034 0,302+0 04 2,532 +0 12
1 0150+021 0,173+012 0,256+027
* Los resultados se expresan como valores de absorbancia a 450 nm
1) Número de muestras analizadas
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IV.2.3. TÉCNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS
Las mismas muestras de pescado ahumado que se analizaron por
ELISA indirecto en placas (sección 111.2.3.1.1) se analizaron mediante el
ELISA indirecto en paletas (sección 111.2.3.2). Los extractos líquidos de
proteínas solubles se utilizaron en este caso diluidos 1:10 en tampón PBS para
sensibilizar las paletas de los tubos.
En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos al analizar
muestras de salmón, trucha y palometa ahumadas. El desarrollo de color azul,
resultante de la degradación del sustrato TMB por la peroxidasa, permitió
comprobar a simple vista la identidad biológica de las muestras. Existe una
clara diferencia entre la intensidad de color desarrollada en las muestras
positivas para cada inmunosuero y la alcanzada por los controles negativos y
muestras heterólogas.
IV.3. DESARROLLO DE TÉCNICAS GENÉTICAS PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE SALMÓN (Salmo salar), TRUCHA
(Oncorhynchus mykiss) Y PALOMETA (Rutina rail) EN
MUESTRAS CRUDAS Y AHUMADAS
En primer lugar, con el fin de disponer de un número suficiente de
copias de fragmentos específicos de ADN, se seleccionaron genes adecuados
y se pusieron a punto técnicas de amplificación de determinados fragmentos
génicos mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
La búsqueda bibliográfica de genes apropiados para el objetivo de este
trabajo (identificación de especies), condujo a la selección de tres genes
mitocondriales (citocromo b, citocromo oxidasa II y 16S ARNr) y dos
nucleares (p53 y SS ARNr). Todos ellos tienen en común que determinados
fragmentos de su secuencia de nucleótidos están muy conservados entre los
vertebrados. Se consultaron las bases de datos EMBL y GenBank con ayuda
del programa STRINGSEARCH del paquete informático GCG, para obtener
información sobre cada uno de los genes elegidos y se rescataron las
secuencias de salmón, trucha y palometa disponibles como paso previo al
diseño de cebadores.
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IV.3.l. DISEÑO DE LOS CEBADORES
IVS.1.1. Gen citocromo oxidasa II (COII)
Como base para el diseño de cebadores para la amplificación del gen
mitocondrial £011, se utilizaron las siguientes secuencias de las bases de
datos EMBL y GenBank:
L29771 Oncorhynchus mykiss, genoma nútocondrial completo (16.660
nucleótidos)
U12145 Salmo salar, gen mitocondrial citocromo oxidasa II (934
nucleótidos)
L04501 Salmo salar, (Hardiman y col., 1994), gen mitocondrial citocromo
oxidasa 11(448 nucleótidos)
Mediante el programa PRIME del paquete informático GCG, se
obtuvieron un total de 25 parejas posibles de cebadores capaces de amplificar
un fragmento del gen COTí en una secuencia de salmón rescatada de la base
de datos GenBank (U12145>. Los parámetros introducidos en el programa
PRIME para restringir la búsqueda fueron:
• longitud del fragmento amplificado: 100-900 pb
• Tm: 50~650C
• diferencia en Tm de los cebadores: <2~C
A continuación se analizaron las posibilidades de hibridación de cada
pareja de cebadores con el resto de secuencias disponibles del gen CDII. Así
mismo, se comprobó mediante el programa FASTA la especificidad de los
cebadores preseleccionados para hibridar con secuencias de genes de la
citocromo oxidasa II.
Los cebadores que mejor satisfacían las condiciones que se fijaron
como premisas fueron los siguientes:
CYTO-1: 5’-TCC TTC ATT TTC ACO ACC- 3’ (18 nt, Tm = 47”C)
CYTO-2: 5 ‘-TGC GTC CAT TTT TAC ACC- 3’ (18 nt Tm = 470£)
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IV.3.1.2. Gen 16S ARNr
El diseño de cebadores para amplificar el gen 16S ARNr se realizó de
forma análoga a lo descrito para el gen £011 (sección lV.3. 1.1). Como
secuencia diana en el programa PRIME se utilizó la del genoma mitocondrial
de trucha (L2977 1). Los parámetros opcionales seleccionados en el programa
fueron:
• longitud del fragmento amplificado: 400-1.600 pb
• Tm: 50-650C
a diferencia en Tm de los cebadores: <29?
igualmente se comprobó la hibridación de las posibles parejas de
cebadores con una secuencia de salmón atlántico (U12143) y su especificidad
para el gen 16S ARNr.
La pareja de cebadores que mejor cumplia los criterios fijados fue:
16S-1: 5’-.CAC CAC AAC ATA CAT ACC C- 3’ (l9nt Tm 510£)
16S-2: 5tCGT TAA ACC CAT AGT CAC AG- 3’ (20 itt, Tm = 539?)
IV.3.I.3. Genes C¡tocronw b, SS ARNrypS3
Los cebadores utilizados para amplificar los genes citocromo /‘, 55
ARNr y ¡>53 se seleccionaron a partir de los datos disponibles en la
bibliografia existente. En la sección 1111.2.4.2 se muestran las secuencias de los
cebadores seleccionados.
IV.3.2. EXTRACCIÓN DE ADN
De todos los métodos ensayados para la extracción de ADN de
muestras de pescado (Bartlett y Davidson, 1991; Lairdycol~l99l;Taggarty
col., 1992; DeSaile y col., 1993), el que proporcionó ADN de mayor calidad
para su utilización en la reacción de PCR fue el de DeSaIle y col. (1993)
(sección 111.2.4.3.4).
Con el método de extracción de Bartlett y Davidson (1991) se
obtuvieron concentraciones de ADN muy elevadas a partir de las muestras de
trucha y palometa (aproximadamente 5.000 ¡sg/ml), mientras que con las
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muestras de salmón se obtuvieron apenas 700 ¡sg/ml. La relación de los
valores de absorbancia 260/280 (1,8) y 23 0/260 (0,4) mostró un ADN de
pureza aceptable, si bien, mediante electroforesis en gel de agarosa se
comprobó que el ADN estaba muy degradado (Figura 18-A). Las bandas
obtenidas en los productos de PCR fueron débiles o inexistentes.
La concentración de ADN obtenida con el método de Laird y col.
(1991) a partir de muestras de salmón y trucha fue de 900 gg/ml, y 450 gg/ml
para las muestras de palometa. Aunque la Figura 18-B muestra que la
integridad del ADN de salmón y trucha era aceptable, los valores de
absorbencia 260/280 (< 1,6) y 230/260 (> 0,7) inducen a pensar que se
extrajeron proteínas y sales junto con el ADN.
El ADN obtenido con el método de Taggart y col. (1992), presentó una
relación de absorbencias 230/260 que superaba la unidad, por lo que el
método retenía gran cantidad de sales minerales, como el EDTA, que
coprecipita con el ADN e inhibe la reacción de PCR. El ADN obtenido tenía
una gran integridad (Figura 18-C) y su concentración fue de 100-300 ¡sg/ml.
Mediante el método clásico de DeSaile y col. (1993), se obtuvo el
ADN en aproximadamente 2 horas y media, tras digerir la muestra durante
una noche. La concentración de ADN estimada a partir de la absorbencia a
260 mr fue de 500-1000 ¡sg/ml en las muestras de salmón y 300-800 ¡sg/ml en
las muestras de trucha y palometa. La pureza del ADN extraído en las tres
especies se consideró aceptable tras comprobar que las relaciones de
absorbancia ABS 260/280 y 230/260 eran de 1 8 + 0 1 y 0,5 + 0 1
respectivamente. Mediante electroforesis en gel de agarosa se observó que la
integridad del ADN era mayor en las muestras frescas que en las ahumadas y
en las muestras de salmón y trucha que en las de palometa (Figura 19).
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Figura 18. Análisis electroforético del AUN obtenido de muestras
musculares de (1) salmón ahumado, (2) trucha ahumada y (3)
palometa ahumada por el método de (A) Bartlett y Davidson
(1991), (B) Laird y col. (1991) y (C) Taggart y col. (1992). M
marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura 19. Análisis electroforético del ADN obtenido por el método de
DeSalle y col. (1993), de muestras de tejido muscular de (1)
salmón fresco, (2) trucha fresca, (3) salmón ahumado, (4) trucha
ahumada, (5) palometa fresca y (6) palometa ahumada. M =
marcador de peso molecular 100 ph.
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IV.3.3. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN
CITOCROMO b COMO MARCADOR GENÉTICO PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES DE PESCADO
IV.3.3.1. Muestras analizadas
El marcador genético citocromo b se utilizó para analizar AUN
procedente de muestras de tejido muscular de salmón, trucha y palometa
frescas y ahumadas.
IV.3312. A¡nplihicac¡án por PCR y secuendatián de los fragmentos
amplificados
Los cebadores CYTB-l y CYTB-.2 amplificaron un fragmento de 358
pb del gen mitocondrial citocromo b en todas las muestras frescas y ahumadas
de salmón, trucha y palometa (Figura 20). La amplificación se llevó a cabo
según las condiciones descritas en la sección 111.2.4.5.1.
Los productos de PCR de una muestra de salmón, trucha y palometa
ahumados, purificados como se describió en la sección m.2.47.l, se
secuenciaron en Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC, donde se
utilizó un secuenciador automático ABI-PRISM 377 y el kit dRhodamnine
Terminator Cycle Sequencing como método de secuenciación. El cebador
utilizado en las reacciones de secuenciación fue el CYTB- 1. Las secuencias
obtenidas se alinearon y se compararon con dos secuencias de salmón
(X76253 y U12146) y otra de trucha (L29771) de la base de datos GenBank
(Figura 21). En la región secuenciada (307 nucleótidos, excluyendo los
cebadores) la homología entre salmón y trucha fue del 93,8% (23 nucleótidos
distintos), entre salmón y palometa fue del 83% (52 nucleátidos distintos) y
entre trucha y palometa fue del 83,4% (51 nucleátidos distintos). Se observó
un polimorfismo intraespecifico del 4,5% en los salmones, del 0,3% en las
truchas y del 0,6% en las palometas. Conviene señalar que en el caso de las
palometas encontramos dobles picos en un 11% de las posiciones
secuenciadas.
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Figura 20. Análisis electroforético de los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b de (1) salmón fresco, (2) salmón
turnado, (3) trucha fresca, (4) trucha ahumada, (5) palometa
fresca y (6) palometa ahumada. M marcador de peso molecular
100 ph.
56
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Figura 21. Secuencias de AUN de parte del gen citocromo b de dos salmones, dos
Inwhas y dos palometas alineadas con las secuencias homólogas de
trucha (número de acceso L29771) y de salmón (5<76253 y UJ2146) de
la base de datos GenBank. Las dianas de restricción de las enzimas Eco
RV (5’-GAT4-ATC-3’), Taq 1 (5’-TJ-CGA-3’) y Nsp 1 (5’-
PuGATG4.’Py-3’) se encuentren sombreadas. Los nucleótidos en negrita
de la secuencia de la trucha indican la posición de los cebadores CYTB-
1 y CYTB-2 utilizados en la reacción de amplificación. (—) base no
secuenciada; (..) base igual a la de la secuencia L29771; (N) base no
identificada; Y = T+C; W = T+A; M A+C; R = A±G.
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Figura 21. (continuación)
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IV.3.3.3.Análisis de restricción de fragmentos del gen citocromo b
amplificados por PCR (PCR-RFLP)
Las secuencias de salmón, trucha y palometa obtenidas en este trabajo
se compararon para encontrar diferencias que pennitieran identificar el origen
específico de las muestras. En las bases de datos se encontraron asimismo dos
secuencias del gen citocromo b de salmón y una de trucha.
U12 146 Salmo salar, gen ruitocondrial citocromo b (1.214 nucleótidos)
X77525 Salmo salar, gen mitocondrial citocromo b (249 nucleótidos)
L29771 O. mykiss, genoma mitocondrial completo (16.660 nucleótidos)
Mediante el programa MAP {GCG) se realizaron los mapas de
restricción de las secuencias de los fragmentos amplificados de salmón
(Figura 22), trucha (Figura 23) y palometa (Figura 24) y se tradujeron a
aminoácidos las secuencias de nucleótidos. Comparando los mapas de
restricción de las tres secuencias de salmón con las dos secuencias de trucha y
de palometa y siguiendo criterios de especificidad de especie y disponibilidad
comercial, se eligieron las endomicleasas Eco RV y Taq 1 (New England
BioLabs, Beverly, MA, USA) para analizar las muestras de salmón, trucha y
palometa. No se encontraron diferencias entre las secuencias aminoacídicas
deducidas de las secuencias de nucleótidos de salmón y trucha, pero si se
observaron 6 aminoácidos distintos al comparar dichas secuencias con la
cadena peptidica codificada en los productos de PCR de la palometa.
La Figura 25 muestra los resultados obtenidos en la digestión de los
productos de PCR de muestras de salmón. La presencia de una única diana de
restricción para la enzima Eco RV, dio lugar a dos fragmentos de 105 pb y
253 pb. Sin embargo, la enzima [faq 1 no cortó los productos de PCR del
salmón. Con las endonucleasas Eco RV y [faq 1 no se encontró polimorfismo
intraespecífico entre las muestras de salmón analizadas.
Los resultados obtenidos en el análisis de restricción de las muestras de
trucha se muestran en la Figura 26. Los productos de PCR de la trucha no se
fragmentaron con la enzima Eco RV. Sin embargo, la digestión de productos
de PCR de trucha con la enzima [faq 1 corroboró la existencia de una diana de
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Figura 22. Mapa de restricción y secuencia aminoacídica de un fragmento
del gen citocromo b de Salmo salar (númao de acceso 3(76253,
GenBank). Las enzimas seleccionadas (Eco RV) aparecen en
negrita. La diana de restricción de dicha enzima (5’-GAT-J~ATC-
3’) se muestra sombreada.
Banil
Bsp 12861
OviJí 1
TaqIl 1 ¡
Cvi JI NciII 1 1 OviJí
Ovijí Hael SorFil 1 ¡ SIal 1
BsaJI 1 HaelIl CviJI MspI II 1 ¡ EarI 1
StyI ¡ Odel StuI Mal 1 Sthl32I HboII III ¡ Sapí 1
1 I 1 II Y ¡¡¡III
OCTTGGCTOAOTOTTAGGOOTATGTOTAGOOACOCAAATOOTTAOCGGGOTCTTCOTAGO
1 + + + + + 4- 60
GGAAOOGAGTGAGAATOCGGATAOAGATCGGTGGGTTTAGGAATGGOCCGAGAAGGATOG
1. G SIL G 1.01 A T Ql IT QL FI A
Miii]I
EcoRV TthlllII
Hpyl88IX ¡ 1 AluIl
BsaXI 1 1 1 OvIJIL MnlI HwoI
¡ 1 ¡ II ¡
0ATA0ACTACA0CT00GA1A~CTCAACAG0TTTTTCCTCTGTTTG00ACATTTGC0GAGA
61 + + + + + + 120
GTATGTGATGTGQAGGCTA~AGAGTTGTCGAAAAAGGAGACAAA0GGTGTAAA0GG0T0T
H H Y T 5 DISTA F SS V CIlIO R O
Minh
OviJí 1
Plel ¡
Muí ¡ ¡
OviJí 1 ¡ ¡ MboI 1
FokIl ¡ 1 1 MaelIl HwoI ¡ SfaNI
II ¡ ¡ ¡ 1
TGTTAGOTATGGCTGACTOATOCGTAACATTOACGOTAAOGGAGOATOTTTCTTOTTTAT
121 + + 4- 4- 4- + 180
ACAATCGATAOCGACTGAGTAGGCATTGTAAGTGCGATTGCOTOGTAGAAAGAAGAAATA
VS Y G W LI R NI HAN GAS F FF1
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Figura 22. (continuación)
Sthl32I
BSaJI 1 NgoGV
AvaIl 3 NlaIV
MniII ¡¡ ¡ DrdIIj
¡ ¡¡ ¡ II
CTGTATTTATATACACATCGCOCGAQGACTTTATTATGQTTCCTATCTATATAAAQAAAC
181 + + + + + + 240
GACATAAATATATGTQTAGCQGGOTCOTGAAATAATACCAAGQATAQATATATTTCTTTQ
CI YH Hl AB QL Y Y G 5 Y 1. Y KB T
Rsa 1
HpylSSIX Tatí 3 PflllOSI
CTGAAATATOGGAGTTGTAOTTCTACTTCTOACTATAATAACTGCCTTCGTAGQC
241 + + + + + 295
GACTTTATAGCOTCAACATGAAQATQAAGAGTGATATTATTGACGQAAQOATOCG
W NI GVVL 1.11. T MM T A FV Q
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Figura 23. Mapa de restricción y secuencia arninoacidica de un fragmento del gen
citocromo b de Oncorhynclrns mykíss (número de acceso L29771,
GenBank). La enzima seleccionada (Taq 1) y los cebadores CYTB-l y
CYTB-2 aparecen en negrita. La diana de restricción de dicha enzima
(5’-I4.-CGA-3’) se muestra sombreada.
OviJí
Hasí
HaelII
OviJí StuI Muí
Odel EseMíl HphI BfaI ¡ OviJí
¡ ¡ ¡ 3
CCTTCTAATATCTCAGTCTGG?GAAAOTTTQGOTOACTACTAGGOOTATGTTTAGCTAOO
15430 + + + + + + 15489
GGAAGATTATAGAGTCASACCACrrTGAAAC O GAGTGATGATO O G GATACAAATO GATSG
PS MI 5V W W NF G SL 1. Ql OLA T
Banil
5sp12861 OviRí
OviJI ¡ Níalíl TthlllII
NciI ¡ 1 OviJí 3 AluIl
5th1321 ScrFT ¡ ¡ Mal ¡ ¡ OviJIj
ApoIl MspI¡ ¡ 3 EarI 3 ¡ HpylSSIX BseRI 1 ¡
Tsp5O9I¡MboII¡¡ ¡Isapí ¡ iBsaXí 3 MMI ¡ ¡¡
¡1131 3 ¡ ¡ 3 ¡ ¡ ¡ ¡3
GAAATTOTTAOCGGGCTCTTOCTAGCCATGCAOTATAOCTCCQAOATTTCAAOAQOTTTC
15490 + + + + + + 15549
GTTTAAGAATGGOCOGAGAAGGATCGQTAOGTGATATGGAQGCTGTAAAQTTGTCGAAAG
Ql L T QL EL AM H Y T SOIS T A E
Hintí
FokI ¡
CviJI ¡ ¡ flcefl
Plel 1 II NspV 1
MmeI MnlI MwoI Maellí ¡ ¡ 1 ¡ TaqT ¡
¡ ¡ ¡ 3 3311 3 ¡
TOOTOTQTTTGCCAOATOTGOOGAGATQTTAGTTAOGQOTGAOTOATtcGAAAOATOCAT
15550 + + + + + + 15609
AGGAGACAAAOGGTQTAGAOGQOTOTAOAATCAATGOOQAOTGAGTAAGOFTTQTAGQTA
SS VG MIO R DV 5 Y GW LI RN 1 Il
Sthl32I
EsaJí
AvaIl ¡
Níalíl MwoI SfaNI MnlI ¡ 1 ¡
¡ ¡ ¡ II
GOOAAOGQAGOATOTTTOTTTTTTATOTQTATTTATATAOATATOQCOOOAQGAOTTTAO
15610 + + + + + + 15669
OGGTTGCCTOGTAGAAAGAAAAAATAGACATAAATATATGTATAGCGGGCTCCTGAAATG
A ti Q ASEE FI CI Y MUTAR SL Y
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Figura 23. (continuación)
ScrFI
ECoRII ¡
Mnli ¡ ¡ RsaI
OviJí RsaI Ecefí 1 3 ¡ H971881X Tatí ¡
¡ 3 ¡ ¡¡3 ¡
TAOGGOTOGTAOCTOTAOAAAQAAAOCTQOAATATOGGAGTTGTAOTTTTAOTTOTCAOT
15670 + + + + + + 15729
ATGOCGAGCATGGAGATGTTTOTTTGGAOCTTATAGCCTCAACATGAAAATQAAGAGTGA
Y G 5 Y L Y K E T W NI GV V L L L 1. T
OviJí
Haellí
NgoGVj
BseMII NlaIV¡
MníI ¡ 5au961¡ ¡
Sthl32I 3 DdeI ¡ ¡ ¡
Maelí EsaGí 3 ¡ HpylSBIX 3 ¡ ¡
OviJí ¡ MnlI 3 ¡ IMníl 3 ¡II
¡ 3 ¡ ¡ ¡ 3 ¡ ¡
ATAATAAOTGCCTTTQTAQGCTAOGTOCTCOOGTG&GGACAAATATCATTCTGAGGGG
15730 + + + + + + 15787
TATTATTQACQGAAAOATOOGATGOAGGAGGGOACTCCTGTTTATAGTAAGAcTCCCc
MM T A F VG Y V LP W 6 Q MS F W Q A
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Figura 24. Mapa de restricción y secuencia aniinoacídica de un fragmento
del gen citocromo b de Brama rail. La enzima seleccionada (A/sp
1) aparece en negrita. La diana de restricción de dicha enzima (5’-
PuCATGI-Py-3’) se muestra sombreada. Los aminoácidos que
difieren con la secuencia de Salmo salar y Oncorhynchus myktss
se muestran enmarcados y en negrita.
SerFí
BsaJI ¡
OviJí BslI EcoRlíl 1 BsmFI
¡ ¡31
OTGGGAOTTTGOCTTATOGOTOAAATYOTCAOA
1 + + + + + + 60
~~—--GA000TGAAACQQAATAG0GAQTTTARGAGTQT
1. G LO 1 ~ Ql IT
OviJí
Hael Cvi JI
Haelíl FokI¡ BsrDI
StuI Mal ¡ 1 Hpy18SIX ¡OviRí OviJí Mmcl
¡ ¡II ¡ ¡ ¡
GGCCTRTTCOTAGOYATACAYTAOAOATOCQAOATTGOAACAGCCTTOACMTOYGTCROA
61 + + + + + + 120
OOQQAYAAGQATCQRTATGTRATGTGTAGGCTGTAAOGTTGTOGQAAGTGKAQROAGYQT
QL FI AM H Y T 5131 T A E 5V?
Mbo II
MboII ¡
Níalíl BqlI ¡ ¡
NspI BscGI ¡ ¡
MseI OviJí 5th1321 I MwoI ¡ ¡
¡ ¡¡ ¡
CACATYTGOCGMGAYGTTAAYTAYGQTTGQCTTATCOGMAATATttCATGCOAAOQGQGCM
121 + + + + + + 180
QTGTAPACQGCKCTROAATTRATROOAACOQAATAGQOKTTATAYGTACGGTTGOOOOGK
H lCR 13 V~ Y G W L IR N 2 HAN G A
NgoQV
OviRí MnlI N1aIV
TCCTTCTTCTTOATOTGOATTTAOOYTCAYATTQGAOGAQGMOTWTATTAYGGTTOOTAO
181 + + + + + + 240
AGGAAQAAQAAGTAGAOGTAAATQGPAGTRTAAOOTQCTCOKGAWATAATRCOAAQQATQ
5FF FI CI Y? Hl R QL Y Y Q 5 Y
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Figura 24. (continuación)
Mbo II
CTYTACAAAGARAOCTGAAAYATTGGMGTWGTTCTTOTCCTATTABTMATAATAACMGCC
241 — +— +— +—4-— +—+ 300
GARATGTTTCTYTGGACTTTRTAACOKCAWCAAGAAGAGGATAATYAKTATTATTGKOQG
L Y RE T W NI QVV L 1. L L ? MM T A
DdeI
BseMII Hpyl88IX
MníI MnlI IMníl ¡
¡ ¡ ¡
TTTGTTGQYTAYGT0OTCO0MTQAGGAOAAATATCATTCTGAGGOQGO
301 + + + + 348
AAAOAAOCRATROAGGAGGQKAOTOOTQTTTATAQTAAGAOTOOOOC0
F VOY V LP W O Q MS F W QQ
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Eco 11V
MI 2345
Taq 1
MI 2345
500 pb.
100 pb -
5Opb
‘a
-4
u-
~ —
Figura 25. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b de sahnón, digeridos con Eco RV y [faq
1. Muestras: (1) salmón fresco; (2) salmón ahumado Valkiria; (3)
salmón ahumado El Rey Vikingo; (4) salmón ahumado Skandia;
(5) salmón ahumado Domínguez. M = marcador de peso
molecular 100 pb.
500pb>.
100
50pb~
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Eco Rl’
Ml 2345
Taq 1
Ml 2345
500
100 pb ~
SOpb—>.
4>4
500 pb -.~$t
100 pb ~
SOpb—*
Figura 26. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen
mitocondnal citocromo b de trucha, digeridos con Eco RV y [faq
1 Muestras (1) trucha fresca; (2) trucha ahumada Skandia; (3)
trucha ahumada Eurosalnión; (4) trucha ahumada Pryca; (5)
trucha ahumada Domínguez. M = marcador de peso molecular
100 pb.
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restricción que producía dos fragmentos de 168 pb y 190 pb. No se encontró
polimorfismo intraespecífico con ninguna de las dos enzimas ensayadas para
las muestras frescas y ahumadas de trucha analizadas.
Ninguna de estas dos enzimas (Eco RV y [faq 1) reconocieron puntos
de corte en los productos de PCR de palometa; sin embargo, la enzima A/sp 1
reconoció un punto de corte en los productos de PCR de palometa que
originaron dos fragmentos de 177 y 181 pares de bases, mientras que los
productos de PCR de salmón y trucha no se fragmentaron (Figura 27). Las
muestras de palometa analizadas tampoco mostraron polimorfismo
intraespecífico.
IV.3.4. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN
CITOCROMO OXIDASA II (COII) COMO MARCADOR
GENÉTICO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES DE
PESCADO
IV.3.4.1. Muestras analizadas
El marcador genético COII se utilizó para analizar ADN procedente de
muestras musculares de salmón, trucha y palometa frescas y ahumadas, así
como huevas frescas de salmóny trucha y ahumadas de salmón.
IV.3.4.2. Amplificación por PCR y secuenciacián de los fragmentos
amplificados
Todas las muestras de ADN de salmón y trucha sometidas a la reacción
en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los cebadores CYTO-l y
CYTO-2 y las condiciones descritas en la sección 111.2.4.5.2, dieron lugar a
una banda electroforética correspondiente a un fragmento de 464 pb (Figura
28). Sin embargo, no se amplificó ningún fragmento en las muestras de ADN
de palometa sometidas a la reacción de PCR bajo las mismas condiciones.
Dos muestras de salmón y dos de trucha se seleccionaron al azar con el
fm de secuenciar los productos de PCR obtenidos en dichas especies. Como
paso previo a la secuenciación, los productos de PCR se purificaron utilizando
un kit comercial para extraer bandas de ADN de geles de agarosa de bajo
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SOOpb ~
lOOpb ~
sh¡ digerir Nsp 1
M 123123
Figura 27. Perfil de restricción & los productos de PCR del gen
mitocondrial citocromo b obtenidos de muestras de salmón,
trucha y palometa digeridos con A/sp 1. Muestras: (1) salmón
ahumado; (2) trucha ahumada y (3) palometa ahumada. M =
marcador de peso molecular 100 pb.
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M 1 2 3 4
500 p6
Figura 25. Análisis electroforélico de los productos de PCR del gen
citocromo oxidasa II (COil) de: (1) salmón fresco; (2> salmón
ahumado; (3) trucha fresca y (4) trucha ahumada. M = marcador
de peso molecular 100 ph.
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punto de fusión (sección 111.2.4.7.1). Una vez purificados se enviaron al
Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC. El cebador utilizado en las
reacciones de secuenciación fue el CYTO-l. En las Figuras 29 y 30 se
muestran los cromatogramas y las secuencias de nucleótidos correspondientes
a productos de PCR de salmón y trucha. La Figura 31 muestra el resultado de
la comparación de las cuatro secuencias obtenidas en este trabajo (dos de
salmón y dos de trucha), alineadas junto a otras de las mismas especies que se
obtuvieron de las bases de datos. De los 428 nucleótidos secuenciados
(excluyendo los cebadores) encontramos 37 nucleótidos diferentes (8,7%)
entre las especies de salmón y trucha. La variación intraespecífica entre las
secuencias de nucleótidos de salmón fue del 1,4%, y entre las secuencias de
trucha del 1,2%.
IV.3.4.3. Análisis de restricción de fragmentos dcl gen COII
amplificados por PCR (PCR-RFLP)
Una vez obtenidas las secuencias de nucleótidos de los ftagnientos
amplificados de salmón y trucha, se realizaron sus mapas de restricción y se
tradujeron a aminoácidos para tratar de localizar puntos de corte específicos
que permitieran identificar dichas especies y analizar posibles diferencias en
sus cadenas peptidicas. En la Figura 32 se muestran el mapa de restricción y
la secuencia aininoacidica de una secuencia de salmón, y en la Figura 33 los
correspondientes a una secuencia de trucha. La comparación de las secuencias
anxinoacídicas de salmón y trucha puso de manifiesto cambios en dos
aminoácidos, el residuo 33 es lisina en salmón y metionina en trucha,
mientras que el residuo 109 de la secuencia es treonina en salmón y vaina en
trucha. Se obtuvieron los mapas de restricción de todas las secuencias de
salmón y trucha disponibles con el fm de seleccionar enzimas que no
presentaran variación intraespecífica.
Teniendo en cuenta la disponibilidad comercial de las enzimas y el
análisis de los mapas de restricción de salmón y trucha, se seleccionaron las
endonucleasas Nci 1 y Sau 3A1 como las más apropiadas para la
diferenciación de las dos especies.
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Figura 31. Comparación entre las secuencias de nucleótidos de un fragmento
del gen COil de dos productos de PCR de salmón y dos de trucha
obtenidos en este trabajo, con secuencias de trucha (número de
acceso L29771) y de salmón (números de acceso U12145 y
L04501) obtenidas de la base de datos GenBank Las dianas de
restricción de las enzimas A/el 1 (5’-CCtCGG-3’) y San 3M (5’-
1-GATC-3’) se muestran sombreadas. Los nucleótidos en negrita
de la secuencia de la trucha indican la posición de los cebadores
CYTO-l y CYTO-2 utilizados en la reacción de amplificación. (-j)
base inexistente; (.) base igual a la de la secuencia L2977 1; (N)
base no identificada.
129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
Ul2145
LO4501
Salmón ahumado
Salmón fresco
129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
U12 145
104501
Salmón ahumado
Salmón fresco
129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
U12145
104501
Salmón ahumado
Salmón fresco
1
TTCTTCATTT CCACGACCA0 GCT0TTATGA TTGTTOTTOT
51
CTAGTGCTTT
N
N. . .N
101
QTATATCOTT
- . QA
CA
ATATCATOGT
.N
N.
T..
T..
T..
GATTOTCAAG
N.. .G.0...
N. . .14.0.
A. .NQ.0...
.G.N...
TCTAOTAAAO
3M
CGT TTGGAOT
N.
N.
AGOAATAGTO
San
AAATCGAGAT
A..
50
TATCAGCA0A
T.
100
TTAOTAATAT
A
A
.0 N.A
.0 C.A
.0 0.A
150
GTOOT000AG
T. -.
A ¶1¾.
A T.
129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
U12145
104501
Salmón ahumado
Salmón fresco
151
OAGTTATCOT TATTOTCATO
O T..T
O T. .T
O T..T
GCTOTCOOTT
0.
0.
0.
OOCTOOGAAT
200
TOTOTATOTT
• . .T. .0...
.0...
.T. .0...
.T. .0...
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Figura31. (continuación)
201
ATGGAOGAAA TTAAOGACCO COACOTTACT ATTAAAGCAA
• . . .T.
A....
A. ...
A....
A....
250
TAGGCCAOCA
.G. .T
.0. .T
.14. .T
.G. .T
L2 9771
Trucha fresca
Trucha ahumada
U12 145
L04 501
Salmón ahumado
Salmón fresco
251
ATGATATTGA
c...
0....
0.
0....
AGCTATGAAT ATACO GAeTA
.0
.0
.0
OGAAGATTTA
300
GGCTTTGAOT
129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
U12 145
104501
Salmón ahumado
Salmón fresco
129771
Trucha
Trucha
U12 145
104501
Salmón
Salmón
fresca
ahumada
ahumado
fresco
301
CTTAOATAGT CGOOAOTCAA
11
O...
0...
Saz 3M
351
GAGAOAGAC
e.
0.
0.
0.
ATOGAATAGT
0..
0.-
0..
G..
GATT TAGTQC CAGCCOAATT
• .0.. .AC., .C.rT
.0.. .AC. .Cr.T
..C...AC., ~
• .0.. .AO. . .C~.T
Mcl 1
TGTCOCTGTA GAATCOOOAA
T.
T.
350
OCGT OTTCTA
T
T
T
T
400
TOOGAGTTOT
.0. .0..
.0. .0..
129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
Ul? 145
104501
Salmón ahumado
Salmón fresco
129771
Trucha fresca
Trucha ahumada
U12 145
104501
Salmón ahumado
Salmón fresco
401
O GTOTCAGOT
A. .T
A. .T
A. .T
A. .T451
TAAASATASA
• . . .A. .G..
GAAQAOGTOO TTCAOTOCTO AGCOGTTOCT
O...
0...
0...
0...
450
TCTTTAGGTG
464
CGCA
129771
Trucha
Trucha
U12 145
104501
Salmón
Salmón
fresca
ahumada
ahumado
fresco
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Figura 32. Mapa de restricción y secuencia aminoacídica de un fragmento del
gen COII de Salmo salar (número de acceso U12145, GenBank).
La enzima seleccionada (A/ti 1) aparece en negrita. La diana de
restricción de dicha enzima (5’-CdCGG-3’) se muestra
sombreada, y los aminoácidos que difieren con la secuencia de O.
mykiss enmarcados.
Efal
Ms 11
l4boII SpeJA
ATGOTCTTATGATTGTTCTTOTTATCAGCACAOTAGTGCTTTATATOATTQTAGOAATAQ
77 ———+ + + + + + 136
TAOGAGAATAOTAAOAAGAAGAATAQTO STGTGATCAOGAAATATAGTAAOATOGTTATO
AL MIV LI 15 T LV L Y 11V A MV
Hpyl7$III
OjePI ¡
SmlI ¡ ¡
Hinfí ¡
EsmAr EceSSI TfiI ¡ ¡ Taqí
¡ ¡ ¡¡1 ¡
TOTCTACTAAACTCACTAANAAGTATATOOTTGATTOTCAAGAAATOGAAATCGTTTGGA
137 ———+ + + + + + 196
AGAGATGATTTGAGTGATTNTTCATATAGGAACTAAGAGTTCTTTAGCTTTAGCAAAOOT
ST RL T 2 ~Y 1 L D 5 QE lEí VW T
t4nI it
Apol 1
EcoRí ¡
TspSO9I ¡
NspV ¡
TaaI OjePil Taqí ¡ ¡
OjePíl OjePí MnlI 1 MnhI 1 ¡ ¡
II ¡ ¡¡u
OTGTCOTTOCAGCAGTTATCCTOATTOTTATTGOOCTOCCCTCCOTTOGAATTOTTTACO
197 ———+ + + + + + 256
QAOAG GAAQGTOQT CAATAGGAQTAAGAATAACGOGAGGGGAGGGAAGCTTAAGAAATGO
VI P AV III LI AL PS L Rl L Y 1
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Figura 32. (continuación)
EstEil 1
Maelil ¡
MseI HphI ¡ ¡
VspI R1eAI ¡ SímIl
TspSO9I ¡Simí MseI ¡ ITsp45II
¡ ¡ ¡ ¡ ¡¡ II
TTATAGAOGAAATTAATGACOOACAOCTTACTATTAAAGOAATGGGTOACCAATGATAOT
257 ———+ + + + + + 316
AATATOTQCTTTAATTACTGGQTGTQGAATGATAATTTOGTTACOCAGTGGTTACTATQA
MO El N LP HL TI RAM G H Q W YW
Hinfí
BsmFI ¡
MboII ¡
OvíJí 1 ¡
PleIl 1
Muí PflllOSI Ebsí ¡ ¡ ¡ ¡
OviJí EcoS7I ¡ Odel ¡ ¡ 1 ¡ ¡
¡ 1 ¡ II
GAAGCTATGAATACACCCAOTACGAAGACTTAGGOTTTGACTCTTATATAGTCCOCACOC
317 + + + + + + 376
CTTCGATACTTATQTGGOTGATGOTTOTGAATCCGAAAOTGAGAATATATCAGGGGTGGG
5 Y E Y T O Y E DL G FO 5 Y MV P T Q
5th1321
Ebsí ¡
MboII j
Tsp5O9I ¡ BslI
MspI 1 ¡ Pf1MI
Mcl! ¡ ¡ Hpyl7SIIT Taqí 1
ScrFI II EfaIl Bocí ¡ ¡ Ojel
MseI TaqII¡ l¡ XbaI¡j BsznFl ¡ ¡ ¡ SfcI ¡
II ¡¡ ¡II ¡ ¡1 1 ¡ ¡
AAGAOTTAACGtCC~GTCAATTTOGT0TT0TAGAAACAGA0OATOGAATQGTTGTOOCTG
377 ~+ + + + + 436
TTOTGAATTQCGGGCCAQTTAAAGOAGAAGATCTTTQTOTGQ¶rAGCTTACCAAOAGQQAC
DL S~ QQ PR L LE T DII R14 VV PV
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Figura 32. (continuación)
OvíJI
Eco57I ¡
BpulOI 1 ¡
Odel ¡
Hpyi78IIT ¡ ¡
MboIí ¡ ¡
BsmEI ¡ ¡ ¡ ¡
BseMII¡ ¡ I 1
AatIIl¡ ¡ 1 ¡
EbsI¡¡ ¡ 1 ¡
Bcefl¡¡ ¡ ¡ ¡ ¡
BsaHI ¡U ¡ ¡ ¡
MaeTI ¡U ¡ 1 ¡ ¡
jeJ 111 ¡ ¡ ¡
OjePT 1 ¡I¡ ¡ 1 ¡
Ilgal Bsp24II U ¡ ¡
Hinfí ¡ Muí II 1 ¡I¡ ¡ 1 ¡
Tfíí 1 OviJí II U ¡ ¡
Bsp24I 1 ¡ ThaI MspAiI II l ¡II ¡ ¡ ¡
CjePulí AcillEfal PvuII III U ¡
¡¡II ll¡ ¡
TAGAATCTCCAATOOGCQTCCTAGTTTOAGCTGAAGACGTOCTTCACTCCTGAGOOGTOO
437 ———+ + + + + + 496
ATOTTAGAGGTTAGGOGCAGGATCAAAGTCGAOflCTGOAGGAAGTGAGGACTOGGOAGG
E sp u R VI VSA E DV LII 5W A VP
Eslí
Bsu36I 1
Odel 1
EcoNI ¡ ¡
OTTOCTTAQQTGTAAAAATGGACGCA
497 ———+ + 4.—— 522
GAAGGAATCCAOATTTTTACCTGCGT
SIC V KM DA
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Figura 33. Mapa de restricción y secuencia aminoacídica de un fragmento del gen
COII de Oncorhynchus mykiss (número de acceso L29771, GenBank).
La enzima seleccionada (San 3A1) aparece en negrita. La diana de
restricción de dicha enzima (5‘-4-GATC-3 9 se muestra sombreada, y los
aminoácidos que difieren con la secuencia de £ salar enmarcados.
Efar
Ms11
MboII SpeI¡ PtlllO8JI
II
AOGOTCTTATGATTGTTCTTCTTATOAGCACACTAGTGCTTTATATCATOGTAGCAATAG
8257 ———4- + + + + + 8316
TGCGAGAATACTAAOAAGAAGAATAGTCGTGTGATCAOGAAATATAGTAGOATOGTTATO
AL MIV LII ST LVI Y II VA MV
DpnI
Sau3AZ
Hpyl7SIII¡ 1
Hpyl7SIIT 1 ¡
CjePI¡ II ¡
SmlI ¡I l¡
Hinfí 1 ¡¡ II
EsruAl BceS3I TfiI ¡ 1 TaqI II ¡
1 ¡¡ ¡ II
TCTCTAOTAAACTTACTAATATGTATATCOTTGATTCTOAAGAAATOQA~trcGTTTGQA
8317 —-—+ + + + + + 8376
AGAGATGATTTGAATGATTATAOATATAGGAACTAAGAGTTOTTTAGOTCTAGCAAA CCT
ST 1=1 T NSY LID 5 QE JET VW T
Apol
EcoRí
TaaI MnlI TSp5O9I
CjePI¡ OjePI 1 OjePí Hpyl8SIx ¡ MnlI
II II ¡ I¡
OTGTOCTCOCAGCAGTTATOOTTATTCTOATCGCTCTCCOTTOCOTCOQAATTCTCTATC
8377 ———4- + 4- + + + 8436
QAOAGGAGGGTCGTCAATAGGAATAAGAGTAGCQAGAGGGAAGGGAGGOTTAAGAGATAQ
VI? A VIII ITA LP SIR II Y 1
Cvi JI
MseI HaeL
TspSO9I Simí MseI Haelil
TTATQGACGAAATTAACGACCCOCAOCTTAOTATTAAAGCAATAGGOOAOCAATGATATT
8437 ———4- + + + + 4- 8496
AATACCTGOTTTAATTGOTGGGGGTGGAATGATAATTTOGTTATOCGGTGGTTACTATAA
MD El NO PH 1 TI RAM Q H Q W Y W
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Figura 33. (continuación)
Bce831
Hinf it ¡
EsmEl ¡ ¡
?4hoII ¡ ¡
Alul Ovijí ¡ 1 ¡
CviJI Pt111081 PleIl ¡ ¡ ¡ SmI~it
GAAG OTATGAATATAOOGACTACGAAGATTTAGGOTTTGACTCTTAOATAQTOOCCAOTO
8497 ~+ + + + + + 8556
OTTCGATACTTATATGGOTGATQCTTOTAAATOCGAAACTQAGAATQTATCAGGGGTGAG
5 Y E Y T O Y E 01 G FO 5 Y MV E T Q
Bbs 1
Mho II
TspSO9I OpnI
Cviii 1 BsmFI¡
Hael ¡ Hpyl78III HaeIV¡
HaelIl 1 BtaI¡ Hin4I¡
Ojerí ScrFI ¡ j XbaI¡¡ Sau3AI¡j Ojel
Hpyl7SIII 1 EcoRil l I ¡ BsnAI ¡ II OjePil 1 ¡TaqI McI l
¡ I 1 ¡ ¡ ¡ ¡II ¡l¡¡ ¡ ¡ ¡
AAGATTTAGTGCOAGGOOAATTOOGTOTTOTAQAGAOAGATCATOQAATAGTTQTOOCTG
8557 ———4- + + + + + 8616
TTOTAAATOAOGGTCOGGTTAAGQOAGAAGATOTCTGTOTAGTAQCTTATCAAOAGGGAO
DI S~ QQ FR ILE T Dli RId VV PV
OviJí
Eco57I ¡
EpulOl I ¡
Odel ¡ ¡
Hpyl7SIII ¡ ¡
MbolII ¡ 1 ¡
BseMII ¡ 1 ¡
Muí AatIIl I ¡ l ¡
OviJí BbsII ¡ ¡ l ¡
MspAlI Bcefl¡ ¡ 1 ¡
Evuití EseMuí I ¡ ¡
EsmAtí EsaHí U ¡ 1 ¡
Minh BsmBI¡ Maelí ¡¡ ¡ a ¡ ¡
TfíI Hpyl88IX Hín4I Odel 1 lOjel 1 II I ¡ l
¡ 1 ¡ ¡ ¡¡ ¡ ¡ ¡¡ ¡
TAGAATOOCOAATOCQAGTTOTCQTOTCAGOTGAAGACGTCOTTOAOTCCTGAGOCGTTC
8617 —-—+ + + + + + 8676
ATCTTAGGGGTTAGGOTCAAGAGOAGAGTOGACTTCTGCAGGAAGTGAGQACTCGQCAAG
E SP 1 RV LV SAE DVI FIS WAV P
Es 11
EcoNí ¡
CTTOTTTAGGTGTAAAGATAGAOGCA
8677 -‘—+ + 4-—— 8702
GAAGAAATCCAOATTTCTATCTGCQT
SI GV 1< MD A
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Las secuencias de salmón presentan un único punto de corte para la
enzima A/ca 1, mieniras que en las de trucha no aparece ningún punto de corte
para esta enzuna Asimismo, las secuencias de salmón carecen de los dos
puntos de corte que presentan las de trucha para la enzima San 3A1.
Las digestiones de los productos de PCR del gen COII de salmón y
trucha con las enzimas fi/el 1 y San 3M se realizaron en un volúmen total de
20 pl, con 14 pl de ADN y 10 U de enzima, como se describió en la sección
III.2A.9.2. Los fragmentos resultantes de la digestión se separaron
electroforéticamente en un gel de agarosa MS-8 al 3% en tampón TAE.
En la Figura 34 se muestran los resultados del análisis de restricción de
los productos de PCR de muestras musculares frescas de salmón y trucha. La
diana de restricción de la enzima A/el 1 presente en muestras de salmón dio
lugar a la formación de dos fragmentos de 133 pb y 331 pb. Como se
esperaba, la enzima Mcl 1 no cortó los productos de PCR de la trucha arco ms.
La digestión de los productos de PCR de muestras de trucha con la enzima
San 3M, originó tres fragmentos (de 108 pb, 127 pb y 229 pb) debido a la
presencia de dos dianas de restricción. Sin embargo, esta enzima no cortó los
productos de PCR de salmón.
Cuando se utilizaron huevas frescas de salmón atlántico y trucha arco
iris como material de partida para la extracción del ADN, los productos de
PCR obtenidos con los cebadores CYTO-l y CYTO-2 mostraron el mismo
tamaño que los obtenidos de muestras de tejido muscular. Asimismo, los
perfiles de restricción obtenidos con las endonucleasas Mcl 1 y San 3M a
partir de los productos de PCR de huevas frescas fueron idénticos a los
obtenidos a partir del tejido muscular. Sin embargo, ninguna de las tres
muestras comerciales de huevas ahumadas analizadas coincidió con el perfil
de restricción de las huevas de salmón atlántico frescas, a pesar de que
estaban etiquetadas como “huevas de salmón ahumadas” (Figura 35, lineas 5,
6 y 7). El perfil de la muestra 5 coincide con el de Oncorhynclms myklss,
mientras que los perfiles de las muestras 6 y 7 no se corresponden con
ninguna de las dos especies estudiadas.
Resultados 1 ~3
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r¡g.ra 34. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen CO»
obtenidos de muestras de salmón fresco (1-3); salmón ahumado
(44); trucha fresca (7-9) y trucha ahumada (10-12). Muestras 1,
4,7ylosindigerir;2,5,SylldigeridasconNcil;3,6,9y12
digeridas con San 3A1. M = marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura 35. Perfil de restricción de los productos de PCR. del gen
mitocondrial CO» obtenidos de muestras de (1) salmón fresco;
(2> trucha fresca; (3> huevas frescas de salmón; (4) huevas frescas
de trucha y (5, 6 y 7) huevas ahumadas de salmón. M= marcador
de peso molecular 100 pb.
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IV..3.5. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN 16S ARNr
COMO MARCADOR GENÉTICO PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES DE PESCADO
IVJ.S.1. Muestras analizadas
El marcador genético 165 ARNr se utilizó para analizar ADN
procedente de muestras musculares de salmón, trucha y palometa frescos y
ahumados, de las huevas frescas de salmón y trucha y ahumadas de salmón.
I’V.3.5.2. Amplificación por PCR y secuenciación de los fragmentos
amplificados
El análisis electroforético de los productos de PCR obtenidos con los
cebadores 165-1 y 16S-2, tal y como se describe en la sección 111.2.4.5.3,
permitió comprobar que en todas las muestras frescas y ahumadas de salmón
y trucha se amplificaba un fragmento de ADN de 950 pb (Figura 36). Por el
contrario, utilizando el ADN extraído de las muestras de palometa no se
amplificó ningún fragmento.
Los productos de PCR del gen 165 ARNr de una muestra de salmón y
otra de trucha se purificaron según se describe en la sección 111.2.4.7.1, y se
secuenciaron en el Centro de Investigaciones Biológicas del Consejo Superior
de Investigaciones Científicas. De cada muestra secuenciada se obtuvieron
dos cromatogramas, uno utilizando el cebador 16S-1 y otro con el 165-2. La
secuencía parcial obtenida con el cebador 165-1 se superpuso con la inversa y
complementaria de la obtenida con el cebador 16S-2 para obtener la secuencia
completa de cada producto de PCR. Mediante un análisis detallado de los
cromatogramas se trataron de identificar las bases que el secuenciador
automático dejó como indeterminaciones (N).
La Figura 37 muestra la alineación y comparación de las secuencias de
salmón y trucha ahumados obtenidas en este trabajo junto a las secuencias de
salmón (U12143) y de trucha (L29771) extraídas de la base de datos
GenBank. En los 911 nucleótidos amplificados (excluyendo los cebadores) se
observó un porcentaje de homología entre ambas especies de 95,2%. El
polimorfismo intraespecífico del salmón fue de 1,2% y el de la trucha 0,9%.
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Figura 36. Análisis electroforético de los productos de PCR del gen
mitocondrial 165 ARNr de (1) salmón fresco, (2) salmón
ahumado, (3) trucha fresca, (4) trucha ahumada, (5) palometa
fresca y (6) palometa ahumada. M = marcador de peso molecular
100 pb.
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Figura 37. Secuencias de ADN de parte del gen 16S ARNr de un salmón y
una trucha alineadas con la secuencia homóloga de trucha
(número de acceso L29771) y de salmón (número de acceso
U12143) de la base de datos GenBank Las dianas de restricción
de las enzimas Hpa 1 (5’-Gfl4-AAC-3’) y Bst LII (5’-
GUIITAACC-3’) se muestran sombreadas. Los nucleótidos en
negrita de la secuencia de la trucha indican la posición de los
cebadores 16S-1 y 16S-2 utilizados en la reacción de
amplificación. (-.-) base inexistente; (.) base igual a la de la
secuencia L29771; (N> base no identificada.
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Figura 37. (continuación)
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Figura 37. (continuación)
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IV.3.5.3. Análisis de restricción de fragmentes del gen 16S ARNr
amplificados por PCR (PCR-RFLP)
Con el programa MAP se construyeron los mapas de restricción de las
secuencias del gen 168 ARNr de salmón y trucha. A partir de ellos (Figuras
38y 39) se seleccionaron endonucleasas apropiadas para diferenciar las dos
especies de pescado estudiadas.
Como resultado de la comparación de los mapas de restricción de las
secuencias disponibles, y siguiendo criterios de especificidad de especie y
disponibilidad comercial, se eligieron las endonucleasas 1/pa Iy Rs! Fil.
La Figura 40 muestra los resultados obtenidos después de la digestión
de los productos de PCR de muestras musculares frescas y ahumadas de
salmón y trucha En las secuencias de salmón existe un punto de corte para la
enzima Hpa 1, dando lugar a dos fragmentos de 804 pb y 146 pb. Sin
embargo, en las secuencias de trucha no hay ninguna diana de restricción para
la enzima tIpa 1. Asimismo, la enzima Bst FIL corta los productos de PCR de
trucha, originando dos fragmentos de 513 pb y 437 ph, mientras que los
productos de PCR de salmón permanecen inalterados. Estos resultado%
detectables por electroforesis en gel de agarosa, corroboran perfectamente los
mapas de restricción de las secuencias de ADN disponibles y confirman la
ausencia de polimorfismo intraespecifico entre las muestras analizadas.
La Figura 41 muestra el análisis de restricción de los productos de PCR
del gen 168 ARNr obtenidos a partir de huevas frescas de salmón y trucha y
huevas ahumadas de salmón. Los resultados obtenidos coinciden con los de
tejido muscular en el caso de huevas frescas de salmón y trucha (Figura 41,
lineas 3 y 4). Sin embargo, igual que sucede con el gen COLI, los perfiles de
huevas de salmón ahumadas (Figura 41, lineas 5, 6 y 7) no coincidieron con el
perfil de restricción de las muestras frescas.
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Figura 38. Mapa de restricción de un fragmento del gen 16S ARNr de Salmo
salar (número de acceso U12 143, GenBank). La enzima
seleccionada (Hpa 1) aparece en negrita y su diana de restricción (5’-
GTT4AAC-33 se muestra sombreada.
Hincil DdeI Bs1I 1
MseI Udel ¡ SthlS2I RsaI [
II
OTATAAAAOTTAAAACTAAGTCAAOAAAOOATTTTTOOACCTTAGTAOGGGOGAOGGAAA
1138 ——-4- -4- + + + + 1197
GATATTTTGAATTTTGATTOAGTTGTTTGGTAAAAACGTGGAATOATGOOCGOTGOOTTT
Alul
Aclí CviJI
Tsp5O9T PsaI MwoI
II
AGGAAAOAATTT GAGOAAOAGAAAAAGTAOOGOAAGGAAAGOTGAAAGAGAAATGAAAOA
1198 ——+ + + + 4- -4- 1257
TOCTTTGTTAAAOTOGTTGTOTTTTTCATGGOGTTOCTTTCGAOTTTOTOTTTAOTTTGT
OviJí
SfaNI
NlaIII ¡
Mal H1n41 Hpyl78III 1
OviJí 1 Hin4I j RcaI 1 i 1
MseI 1 1 MseI RsaI OviRI I ¡ 1 ¡
II II ¡ LIII ¡
AOOOATTTAAGOOTAGAAAAGCAGAGATTAAATOTOGTAOCTTTTGOATOATGATTTAGO
1258 ——+ + + + -4- -4- 1317
TGGGTAAATTOGGATOTTTTOGTOTOTAATTTAGAGOATGGAAAACGTAGTAOTAAATOG
NgoGV Hpyl78III
N1aTV MspII
OvijIl BsaWII
Haellil EspEIl I
Stbl32I EcoOlO9II I Mal Muí II
Oac8I Aval I Sau96II 1 SthlS2I Cvi JI ji
¡ ¡ 1 III I ¡ III
OAGOAAAOOOGAGOAAAGAGAAOTTTAGTTOAGGOOOCGAAACTAGAOGAGOTAOTOOGG
1318 ——+ -4- + -4- + -4- 1377
GTOGTTTGGGOTCGTTTCTO’PTGAAATOAAGTCOGGGGOTTTOATOTGOTCGATGAGGOO
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Figura 35. (continuación)
Cvi JI BslI
Haelil 3th1321
5au961 1 MnlI ¡
BslI j ¡ BsmAI AvaI¡
OjePí ¡ ¡ ¡ EsmEl BanhIl ¡
EcotIl ¡ ¡ Sthl32T¡ Espl2S6t¡ ¡
Ovijí ¡ ¡ 1 ¡ BscGI ji OjePI OviJI II ¡
LIII ¡ II ¡ III ¡
AOAGOOTATTATAGGGOOAAOOOGTOTOTGTGGOAAAAGAGTGGAOGAGCOOOGAGTAGA
1378 + + + + + + 1437
TGTOGGATAATATCOOGGTTGGGCAGAGAOAOOGTTTTOTCAOCTGCTOGGGGOTOATOT
BfaI
OvIJT ¡
Maelil Tagí 1 ¡ Muí BpulOI
Tsp45I HphI¡ ¡ I OviJI tJdel OviJí
II II ¡
GGTGAOAAAOOTATOGAGCOTAGTTATAGOTGGTTGCTTAGGAAATGAATAGAAGTTOAG
1438 ——+ + + + + + 1497
COAOTGTTTGGATAGOTOGCATOAATATOGAOOAAOGAATOCTTTAOTTATCTTOAAGTO
OviJI
Hael Avail
Haelil EcoOlO9I
5ce831 PspSII
ScrFI¡ ¡ Sau96I
BsaJI ¡ ¡ 5se86471 BsmFI
EcoRhl ¡ ¡ ¡ DdeI ISmil IMnhl
¡ ¡3 ¡ 1 3 1 ¡ ¡
OOCOOTGGOCTTOTTAGGAOOTOAAGGTAAAAOTAAOOTTGTOOCAAAGAAAO0AAGAGA
1498 ~+ + + + + + 1557
GGGGGAOOGGAAGAATOOTGGAGTTOCATTTTGATTGGAAOAGGGTTTOTTTGGTTOTOT
Sau3AI
BpulOI 1
DdeT ¡
OviJI¡ ¡
MnhI Alul Enu4HT ¡
MseI ¡ OviJI Taul II ¡
Hin4I¡ RsaI I AceIIT MseI Aclíl ¡1
II ¡ ¡ ¡ I 1 ¡¡II ¡
GTTAATOAAAGGAGGTAOAGOTOCTTTGAAOAAGGACAOAAOOTTAACAGGCGGOTAAGG
1558 ~+ + + + + + 1617
OAATTAGTTTOOTCOATGTOGAGGAAAOTTGTTOOTGTGTTGGAATTGTCOGOCGATTOO
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Figura 38. (continuación)
DdeI
OvíJí 3 MwoI
HaelIl 1 EspMI¡
AlwI TspPI ¡ OviJí BbvI ¡ ¡
Tsp5O9t ¡ 5au961 ¡ 1 Fnu4HI ¡ OviRí II
Opul 1 ¡DdeI MachI TaaI 3 ¡ 3 TseII ¡AarI ¡ 1 II
II 1 ¡ ¡II III ¡ II
ATOATAATTAOTAAGGCAACOTGTTACAGTGGGOOTAAGAGCAGOOAOOTGOATAGAAAG
1618 ——+ + + + + + 1677
TAGTATTAATGATTOOGTTGGAOAATGTOAOOOGGATTCTOGTOGGTGGAOGTATOTTTO
Hpyl 88 IX
DdeI ¡
Aluhí ¡ HaeIV
OviJIl ¡ OviJí MnlI ¡
MseI ¡ ¡ ¡ BseMIII Hpyl7BIIIIHin4I Bcefl TaaI
III II II 3
OGTTAAAGOTOAGAOAGATATAAGOCTOTTATOOTGATAAAAAATOOTAOOOCOOTAAOO
1678 ——+ + + + + + 1737
GOAATTTOGAGTCTGTCTATAT’TOGGAGAATAGGAOTATTTTTTAGGATGGGGGGATTGG
OviJí
Odel ¡
RsaT 3 3 NiahIl Nialil Mal MnlI
II ¡ 1 ¡
GTACTAAGOOGTTOOATGOTOAOATGGAAGCGATTATGOTAGAAT GAGTAATAAGAGAGG
1738 ——+ + + + + + 1797
OATOATTOGGCAAGGTAOGAGTGTAOCTTCGOTAATAOGATOTTAOTOATTATTOTOTOO
Faul
5th1321 ¡
Aclí II
Ojel ¡ II
NgoGV ¡ II
NiIaIV ¡
AvaIl ¡ ¡ II
5au961 ¡ 3 II
Simí 1 ¡ II
MspI ¡ ¡ 3 II
NiIaIII BsaWIl 1 3 ¡ LI
NspI Avahl ¡3 ¡ ¡ II
BplII RsrII II 1 ¡ ¡ II
Ojel Afluí II 5au961 II ¡ 1 ¡ II
Hin4I ¡ Mmd BspLUllI 1 IHpy1OSIXI 1 ¡ 1 ¡ 1 II
¡ 3 3 ¡ II II ¡3 ¡ ¡ ¡ II
AOA?VOTCTOTOOOAGOACATGTGTAAGTOGGAOOGGAO0CG0OAO0GA0AAATJkOGAIkO
1798 ——+ + + + + 4- 1857
TGTTGAGAGAGGGTOGTGTAOAOATTOAGCOTGGOCTGGGOGGTGGOTGTTTATTGOTTG
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OviJí
OviJí TaaI ¡
14n11 ¡ SfcI¡ 1
II II
OOAAG OOAAGAGGGAAOTGTAGOOOAGAAOAAATAOOGAGAAAAAOOTAOATOAAOAAAT
1858 ——+ + + + + + 1917
GGTTOGGTTOTOOOTTGAOATOGGGTOTTGTTTATGGOTOTTTTTGGATGTAGTTGTTTA
Rl e/U
BsIHKAI ¡
Hincíl Bspl2S6I 3
MilI ¡ ¡
MseI¡ BslI j ¡ 1 EarI MboII
II 3 ¡ ¡
OGTTMCOOOAOAOAGGAGTGOTOACAGGGAAAGAOOTAAAGGAAGAGAAGGAAOTOGGO
1918 —~-+—— — -4- -4- + + + 1977
GcAATTGGGGTGTGTOOTOACGAGTGTOOOTTTOTGGATTTOOTTOTOTTOOTTGAGOOG
Aval 1
EcoOlO9I
TthlllII EsmEl Psp5II
Ovijí IMnlI MnlI MnlI Sau9GI
¡ ¡ ¡ ¡
AAAOAOAAGOOTOGOOTGTTTAOOAAAAAOATOGOCTOTTGTAAATOAAAACATAAGAGG
1978 ——-4- + + + + + 2037
TTTGTGTTOGGAGOGGAOAAATGGTTTTTGTAGOGGAGAAOATTTAGTTTTGTATTOTOO
MaeLII
Tsp45I
Faul I
5th1321¡ ¡
CacEl ¡3 ¡
Aclí ¡ ¡3 ¡
NgoGV¡ ¡ II
NlaIl.J ¡ ¡ II 1 MseI
¡ ¡3 ¡
TOOOGOOTGOOOTGTGAOTATGGGTTTAAOG
2038 ——+ + + 2068
AGGGOGGAOGGGAOACTGATAOOOAAATTGC
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Figura 39. Mapa de restricción de un fragmento del gen 165 ARNr de
Oncorhync/ws mykiss (número de acceso L29771, GenBank>. La
enzima seleccionada (Rs! EII) aparece en negnta y su diana de
restricción (5 ‘-G4-GTAACC-3’) se muestra sombreada.
MseI
Tsp5OSI ¡
tjdeí 1 ¡Emolí Odel Salí BajEl
ji ¡ 3 ¡
OAATAAAAOTTAGAATTAAGTOAAOAAACOATTTTTOOACOTTAGTAGGGGOCAOCGAAA
2138 ——+ + + + + + 2197
GTTATTTTGAATCTTAATTOAGTTGTTTGGTAAAAAGGTGGAATOATCOOCGOTGGOTTT
Taqíl Acil Muí
TspSO9I ¡ RsaI ¡ OviJí TspSO9I
¡ ¡
AGGAGATAATTGAGOAAOAGAAAAAGTAOOGOAAGGGGAAGOTGAAAGAGAATTGAAATA
2198 ——+ + + 4- + + 2257
TOOTOTATTAAOTOGTTGTOTTTTTOATGGOGTTOOOOTTOGAOTTTOTOTTAAOTTTAT
BaeMíl
OviJí ¡
SfaNI ¡ ¡
NialIl 3 ¡
Efal Hin4I Hpyl78III ¡ ¡
OviJí 3 Hjn4I ¡ Roal ¡ ¡ 3 II
MseI 3 ¡ HseI 1 RsaI OviRI ¡ ¡ ¡ II
3 ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 1 ¡ II
AOOOATTTAAGOOTAGAGAAGOAGAGATTAAATOTCGTACOTTTTGOATOATGATTTAGO
2258 ——+ + + + + + 2317
TGGGTAAATTOGGATOTOTTOGTOTOTAATTTAGAGOATGGAAAAOGTAGTAOTAAATCG
NgoGV
N1aIV Alul
OviJII OviJí
HaeIII¡ 5th1321 ¡ Mcii
BpuIIOI EcoOlO9II I Mal ¡ SerFí
OacBT DdeI Sau9EII ¡ Sthli32I ¡ ¡ Mspr¡
¡ I ¡¡3 ¡ II ¡3
OAGOAOAOOTGAGOAAAGAGAAOT’ITAGTTTAGGOOCOOGAAAOTAGAOGAGOTAOTOOG
2318 ——+ + + + + + 2377
GTOGTGTGGACTOGTTTOTOTTGAAATCAAATOOGGGGGCTTTGATOTGOTCGATGAGGO
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Figura 39. (continuación)
OviJí
Hae III
5au961 1 BsmFI
EsmEl ¡ MnlI ¡
BslII ¡ 3 Bsn-iAI AvaI¡ ¡
OjePí 1 ¡ 1 ¡ BsmBI BarilIl 1
EcoNí 1 ¡ 1 ¡ 5th1321¡ Bspi2B6II ¡
OVIJI 1 33 ¡ 3 BscGI ¡3 OjePí OviJí II ¡
3 ¡1 ¡ ¡¡1
GGAOAGOCTATTGTAGGGCOAAOOOGTOTOTGTGGOAAAAGAGTGGGAOGAGOOOOGAGT
2378 ——+ + + + + + 2437
OOTGTOGGATAACATOOOCGTTGGGOAGAGAOAOOGTTTTOTOACOCTGOTOGGGGCTOA
Mal
OviJil j
BslI Taqí ¡ 1 Muí EpulOl
5th1321 HphIl 1 ¡ OviJí Udel
¡ II ¡3 ¡
AGAGGTGATAAAOOTATOGAGOOTAGTTATAGOTGGTTGOTTAGGAAATGAATAGAAGTT
2438 ——+ + + + + + 2497
TOTCOAOTATTTGGATAGCTOGGATOAATATCGAOOAAOGAATOOTTTAOTTATOTTOAA
BsmFI
MseI ¡
Afilil ¡
AvaIl ¡¡ ¡
EcoOlO9I ¡ ¡
Psp5II II
5au961 ¡ ¡ ¡
5se86471 33
Odel 3 I¡ ¡
5th1321 1 ¡ ¡1 ¡
OviJí 3 ¡ ¡ ¡3
MspI 3 ¡ 1 3 ¡¡
NciI 3 ¡ ¡ ¡ ¡¡ 3
ScrFI ¡ 1 II ¡
EsaJí 3 ¡ ¡ 3 3 3¡ ¡ SorFí
OviJí 3 ¡ 3 3 ¡ ¡SmlII 3 SspI EcoRíl 1
¡ 3 ¡ ¡ 3 ¡ ¡ II ¡ 3 ¡
OAGOOOOOOGGOTTTOTTAGGAOOTTAAGGTAAAAOTAATATTGTOOOAAAGAAAOOAGG
2498 ——+ + + 4- + + 2557
GTOGGGGGGOOGAAAGAATCOTGGAATTOCATTTTGATTATAAOAGGGTTTOTTTGGTOO
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Figura 39. (continuación)
BpulGI
DdeI
OviJí ¡
Mnl 1 Mur Fnu4HI 1 ¡
EsaXí ¡ OviJí fluí ¡ ¡
Hin4I RsaI 3 AceIlí MseI Acilí II
1 1 1 1 3
AGAGTTAGTOAAAGGAGGTACAGCTOOTTTGAAOAAGGAOAOAAOOTTAAOAGGCGGOTA
2558 ——+ + + + + + 2617
TOTCAATOAGTTTCOTOCATGTOGAGGAAAOTTGTTOOTGTGTTGGAATTGTOOGOOGAT
Dde 1
BsgI 1
Bstfll OviJI¡3 Mwolt
Maelíl Haellil ¡ BspMII
EsaJí ¡ TspRIl¡ OvIJIE BbvI ¡1
Dpnt StyI I 5au961 ¡¡3 Fnu4HI ¡ OviRí 1 1 ¡
Sau3AI 3 AlwI ¡ ¡ MaeXIZ TaaI ¡¡1 TseIj ¡AarI ¡
II II 1 1 ¡ LIII I¡3 III
AGGAT0ATAGTTC0AA~Otfl.flCTGTTA0AGTGGG0OTAAGAGOAGOOA0OTGOACAGAA
2618 ——+ +———rt44~4 + + + 2677
TOOTAGTATOAAGGTTCf~fl~AOAATGT0AO0OGGATTOTOGTCGGTGGACGTGT0TT
Hpyl88IX
DdeI ¡
AluI¡ 3 HaeIV
OviJlIf l MnlI
MseI ¡3 ¡ BseMII HpyilSIIIIHin4I Bcefí
AGOGTTAAAGOTOAGAOAGATAOAAAOOTOTTATOCTGATAAGAAATOOOAOOCOOCTAA
2678 ——+ -4- + + + + 2737
TOGOAATTTOGAGTOTGTOTATGTTTGGAGAATAGGAOTATTOTTTAGGGTGGGGGGATT
Nialíl
EsaJí ¡
BstDST ¡
OVIJI EarI ¡
Odel ¡ tIcol 1
RsaI ¡ ¡ StyI ¡ Mal
TaaI ¡ 1 1 NialIl 1 3 MboII Tatí
¡ 3 3
OCGTAOTAAGOOGTTOOATGOCOOCATGGAAGAGATTATGOTAGAATGAGTAATAAGAGA
2738 ——+ + + + + + 2797
GGOATGATTCGGOAAGGTAOGGGGGTAOOTTOTOTAATAOGATOTTAOTOATTATTOTOT
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Figura 39. (continuación)
Ojel
NgoGV
N1aIV
AvaIl 3
Sau96r
Símí ¡
MspI 1 ¡
Niallí BsaWII 1 ¡
NspI AvaIl ¡ ¡ ¡ ¡
Ojel BplI¡ RsrII ji ¡ ¡
Hin4I 3 AflIlí ¡ ¡ 5au961 II ¡ ¡
Rsalj ¡ 14meI BspLUllI 1 jHpyl8SIXI II ¡ ¡
¡ 1 1 tI ¡3 ¡¡ ¡ ¡
GTACAACTOTOTCOCAGOACATGTGTAAGTOGGAOOGGACOOCOOAOOGACAAATAACGA
2798 ——+ + + + + + 2857
OATGTTGAGAGAGGGTOGTGTAOAOATTCAGOOTGGOOTGGGGGGTGGOTGTTTATTGOT
OviJí
Hael
HacíTí
TaaI ¡
MnlI SfcI¡ ¡ TthlllII
¡ ¡
AOOOAAAOOAAGAGGGAAOTGTAGGOOAGAAOAAAOAOOAAGAAAAAOOTAOAOOAAOAA
2858 ——+ + + + + + 2917
TGGGTTTGGTTOTOOOTTGAOATOOGGTOTTGTTTGTGGTTOTTTTTGGATGTGGTTGTT
BleAI
BsaJI ¡
StyI 1
Bsp128613 ¡
MslI BmgI ¡ ¡
Maelíl BslI ¡EseSí ¡ ¡ 3 Símí EarI MboII
3 II LII¡ 1
ATOGTTAOOOOCAOAOAGGAGTGOCOOAAGGGAAAGAOOOAAAGGAAGAGAAGGAAOTOG
2918 ——+ + + + + + 2977
TAGOAATGGGGOTGTGTOCTOAOGGGGTTOOOTTTOTGGGTTTOCTTCTOTTOOTTGAGO
TthlllII MnlI ¡WalT
Ovijí tMnlI OviRí iMnil Sau96I
¡ ¡ ¡ ¡ 1 3 ¡
GOAAAOAOAAGOOTOGOOTGTTTAOOAAAAAOATOGOOTOTTGOAAATOAAAAOATAGAG
2978 ——-& + + + + + 3037
OGTTTGTGTTOGGAGOGGAOAAATGGTTTTTGTAGOGGAGAAOGTTTAGTTTTGTATCTO
OacSI
EclI ¡Maellil
AciI¡ ITsp4ST MseI
¡¡ ¡
GTOOGOOTGOOCTGTGAOTATGGGTTTAAOG
3038 ——+ + + 3068
OAGGOGGAOGGGACAOTGATAOOOAAATTGO
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sin digerir
M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 M
600 pb —~
lOOpb -*
Figura 40. Perfiles de restricción de los productos de PCR del gen 16S
ARNr obtenidos de muestras de salmón atlántico y trucha arco
iris. Muestras: (1, 3, 7) salmón fresco, (2, 5, 9) trucha fresca, (4,
8) salmón ahumado y (6, 10) trucha ahumadt M marcador de
peso molecular 100 pb.
Hpa 1 BuEn
Resultados 130
1234567M1234567
HpaI BU EH
Figura 41. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen
mitocondrial 16S ARNr obtenidos de muestras de (1) salmón
fresco, (2) trucha fresca, (3> huevas frescas de salmón, (4) huevas
frescas de trucha y (5, 6 y 7) huevas ahumadas de salmón. M=
marcador de peso molecular 100 ph.
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IV.3.6. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN pi? COMO
MARCADOR GENÉTICO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE
ESPECIES DE PESCADO
IV.3.6.1. Muestras analizadas
El marcador genético nuclear pS3 se utilizó para analizar ADN de
muestras de tejido muscular fresco y ahumado de salmón, trucha y palometa.
IV.3.6.2. Amplificación de los exones 5 y 6 del gen nuclear p53 Y
secuenciación de los fragmentos amplificados
Utilizando los cebadores p53-5 y p53-7 y las condiciones de la
reacción de PCR descritas en la sección 111.2.4.5.4 se amplificó un fragmento
de 532 pb en todas las muestras de salmón analizadas, mientras que con las
muestras de trucha se obtuvo un fragmento de 518 pb (Figura 42), Con las
muestras de palometa no se consiguió amplificar ningún fragmento.
Los productos de PCR de una muestra de salmón y otra de trucha, una
vez purificados (ver sección 111.2.4.7.1), se enviaron al Centro de
Investigaciones Biológicas del CSIC para ser secuenciados utilizando el
cebador p53-7. En la Figura 43 se muestra la alineación de dichas secuencias
con una secuencia de trucha arco iris (Kusser y col., 1994). Mediante la
comparación de la secuencia de trucha con las bases de datos se pudo
identificar la región comprendida entre los nucleótidos 194 y 420 como
intrón, mientras que los nucleótidos 1 a 193 corresponden al exón 5 y de las
posiciones 421 a 533 al exón 6. Las diferencias detectadas entre las dos
secuencias de trucha se reducen a la inserción de una timina en la región del
intrón. Sin embargo, la comparación de la secuencia de salmón con las de
trucha muestra diferencias de tamaño y secuencia en el intrón y una
homología en las regiones correspondientes a exones (excluyendo cebadores)
del 98,5%.
Resultados 172
525 pb/500 pb ~
-fr
Mil 3
Figura 42. Análisis electroforético de los productos de PCR. del gen pi? de
(1) salmón ahumado, (2) trucha ahumada y (3) palometa
ahumada. M = marcador de peso molecular 10<) pb.
lOOpb
50 pb
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Figura 43. Secuencias de ADN de parte del gen p53 de un salmón y una
trucha alineadas con la secuencia homóloga de Oncorlrynchus
myk¡ss (Kusser y col., 1994). Las dianas de restricción de las
enzimas Eco RV (5 ‘-GATtATC-3’), Hinf 1 (5 ‘-GI
tANTC-3’) y
Taq 1 (5‘-TI.-CGA-33, y el intrón se encuentran sombreados. Los
nucleótidos en negrita de la secuencia de la trucha indican la
posición de los cebadores p53-5 y p
53-7 utilizados en la reacción
de amplificación. (—) base no secuenciada; (.) base igual a la de la
secuencia de Kusser y col. (1994); (N} base no identificada.
1
ACTCGCCAGA CCTGAACAAG TTGTTOTGOC AGTTGGOGAA
A..
50
GAOTTGTOOA
51
GTTOAGATOG
T.
101
OOTGGOOATO
151
GOCCTOAOOA
TGGTGGAOOA
TATAAGAAGO
OCAGAGOACO
CCOTOOTOOT
TGAGTGAOGT
AGOGAGAAOA
OOTGGGGOAG
GGOTGACGTG
ATGAAGGTAC
100
TGGTAOGAGC
150
GTGAGAOGOT
200
ACAAC~CAGC
201 250
GGGMAGGcrACTCFIAccG ATACTAAAAcz AWGflAI~ATT 4ATcrA~AAT
251 300
AT... ..Lfl.. ~0G1tCCAC ACTA~flAAAS
• Á-.t~a~ &~.~*flt*~ fl~tt4~~tS4É ~
• .fl?Mt~fiS? a~n~L~¡
Taq 1
301 350
‘~AftTAAAC ttrrAtAf~TACk crr ar~ecr~ ~
.. .~.re Umf1
Kusser
Trucha
Salmón
Rus ser
Trucha
Salmón
Rus ser
Trucha
Salmón
Kusser
Trucha
Salmón
ECus ser
Trucha
Salmón
Rus ser
Trucha
Salmón
Kusser
Trucha
Salmón
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Figura 43. (continuación)
351 EeoRV 400
ACGD~AATG7 417~CT >1W ~AW¡~¶WJCGaTAATMTC
~ áe¶¡w..*f.
401
—GrrGTrN¶C T«WtCTTAS GTOCTGCCOO GOGAGGTCAO
450
CTGGTOAGAG
451
TTGAGGGGAA OOAGOGATOA
G..
GAGTATATGG
500
AGGATGGTAA OAOTOTGAGA
501
OAOAGTGTGC TCGTCCCCTA
.N.
TGAGCCTCCT
Russer
Trucha
Salmón
Russer
Trucha
Salmón
Rus ser
Trucha
Salmón
Rus ser
Trucha
Salmón
533
CAS
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IV.3.63. Análisis de restricción de fragmentos del gen nuclear PSS
amplificados por PCR (PCR-RFLP)
Mediante el programa MAP (GCG) se realizaron los mapas de
restricción de las secuencias de los fragmentos amplificados de salmón
(Figura 44) y trucha (Figura 45) y se tradujeron a aminoácidos las secuencias
de nucleótidos. Comparando los mapas de restricción de la secuencía de
salmón con las dos secuencias de trucha y siguiendo criterios de especificidad
de especie y disponibilidad en el laboratorio, se eligieron las endonucleasas
Eco RV, Hinf 1 y Taq 1 (New England BioLabs, Beverly, MA, USA) para
diferenciar las muestras de salmón y trucha. La comparación de las secuencias
aminoacídicas de salmón y trucha puso de manifiesto un cambio en un
aminoácido, el residuo 17 del exón 6 es alanina en salmón y serma en trucha.
En 1. Figura 46 se muestran los resultados obtenidos tras digerir los
productos de PCR de salmón. Como se puede apreciar, la enzima Eco RV no
cortó los productos de PCR de salmón. La enzima Hinf 1 reconoció un punto
de corte originando das fragmentos de 185 pb y 347 pb y la endonucleasa Taq
1 reconoció también un lugar de restricción, produciendo dos fragmentos de
267 pb y 265 ph. En la Figura 47 se observa cómo la digestión con la enzima
Eco RV de los productos de PCR de trucha originó dos fragmentos de 156 pb
y 362 pb, mientras que las otras dos enzimas (Hínf 1 y Taq 1) no cortaron
ningún producto de PCRde trucha.
IV.3.7. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GEN 55 RNAr
COMO MARCADOR GENÉTICO PARA LA
IDENTIFiCACIÓN DE ESPECIES DE PESCADO
IV.3.7.1. Muestras analizadas
El marcador nuclear 55 ARNr se utilizó para analizar ADN de
muestras de tejido muscular de salmón, trucha y palometa ahumados.
IV.3.7.2. Amplificación del gen SS ARNr y secuenciación de los
fragmentes amplificados
Utilizando los cebadores 55-1 y 55-2 y la reacción en cadena de la
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Figura 44. Mapa de restricción y secuencia aminoacídica de un fragmento del
gen p53 de Salmo salar. Las enzimas seleccionadas (Hínf 1 y Taq 1)
aparecen en negrita. La diana de restricción de dichas enzimas (5’-
GI-ANTC-3’ y 5t.TWGA...3’) yíos aminoácidos que difieren con la
secuencia de Oncorhynchus mykiss se muestran sombreados.
Hpy 188IX
Muní BspGI ¡
TspSO9I BsrT
¡ 3
GTTGTTOTGOOAATTGGOAAAGAOTTGTOOAGTTCAGATTG
1 + + + + + + 60
~-~-------------OAAOAAGAOGGTTAACOGTTTCTGAAOAGGTOAAGTOTAAO
LEO Q LA 1= TOP VQ IV-
EseMíl
Eccí ¡
OviJí 1
Hael ¡ ¡
HaelIl 1 ¡
MscI ¡
BtsI EaeI 3 ¡ ¡
MnlI¡ ScrEI¡ 3 ¡ ¡
Ojel ¡3 BanII¡j ¡ 3 ¡
MilI ¡1 Bsp12861¡¡ ¡ 3 3
MnlI 3 I¡ BsaJI¡3¡ ¡ ¡ ¡
BseRI ScrFI 3 II EcoRlí ¡ ¡3 I ¡ ¡ Udel
AvallE ¡ BsaJI¡ ¡ ¡¡ CviJI¡I¡¡ 3 ¡ ¡ AluI¡
5au961 ¡ Bs1I¡ ¡ ¡¡ RsaI ¡¡31¡ ¡ ¡ ¡ OjeI¡
BseRI¡ ¡ EcoRIIj 3 3 ¡ ITspRI ¡¡¡¡1 ¡ 1 ¡ OviJíl
¡¡ 3 ¡¡1 3 ¡3 ¡ ¡¡¡¡3 ¡ 3 1 ¡3
TGGTGGACOAOCOTOCTCOTOOTGGGGOAGTGGTAOGAGOCOTGGOOATOTATAAGJXAGO
63. + + + + + + 120
AOOAOCTGGTGGGAGGAGGAGGAOCCCGTOAOOATGOTCGGGAOCGGTAGATATTCTTOG
y D HP P PP G AV VRA LA 1 Y K KL
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Figura 44. (continuación)
EsmAl
BsinBI
BÉrí
Maelí 1
BbvI I ¡
OviJí ¡ ¡3 HgaI
Etrí 1 ¡U HphI 3
Maelí I I II ¡ Fnu4HI 1 I EsiHECAI
MaelEil j ¡ ¡ 3 ¡ ¡ TseIi 1 ¡ Bspl2BGI
Tsp4SI II 3 ¡33 HphIII I i MnlI ¡
¡ ¡¡ 3 ¡II Il¡ ¡ 3 ¡ 3
TGAGTGACGTGGCTGACGTGGTGAGACGOTGOOOTCAOOACOAGAGOACOAGOGAGAAOA
121 + + + + + + 180
AOTOAOTGOACOGACTGOAOCAOTOTGOGACGGGAGTGGTGGTOTCGTGGTOGOTOTTGT
SL VAL VV R ROE H H Q ST SEN N
Niallí
Faul Nsplt
Sthl32Ii Acil M1III 3
RsaI 1 ¡ MspAlI OviJí BspLUlíI ¡ Sau3AI
¡ II ¡ ¡ ¡ ¡ ¡
ATGAAGGTACAtATOACAGCGG~AAGGC TAcTCT ...ATCCAIACTAAAACAXG-TTAGATT.
181 -4- + + + + + 240
TAOTTCcATGrGTAGTGTcGccCTrcc~ATGAGAATAGGTArGA.TTTTGTAcAATcTAAc
intrón
E G
NgoGV
Hpyl78III N1aIV
Bfalt ¡ TspRI MnlI AvaII¡
XbaI3 1 SfaNI 3 OviRíl Sau96II
DpnI3¡¡ TaaI ¡ j TaqI II SimI¡
¡¡¡3 1 ¡ ¡ 3 II ¡¡
ArcTA~AArGrTArAcAGTGTGcTTÚ~§~rGcAGrAxA&AGGGTccAcAcTAzAAAAGG
241 + + + + + 300
TAGATCTTACAATA?GTCAcACGAAAAGCTACGTcATATcrGccAGGT~TGATATTTTcC
Maelí
Ural 1 Hinfl
Emel I TUI
MseII ¡ MnII ¡
¡ ¡ 1 3
AGTTT2~.AAC.n±~ ~r nt’ CTTACACTT~TGCcTCCTTSAATG~~~cAAA?rGTT
301 + + + + + + 360
TcMATrIGcAGTAAAATATGAATGTGAACAAQGAGGMCrrACTCrrAGCGTTTACAA
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Figura 44. (continuación)
Aval1
EcoOlO9I
Psp5II
SauS6I
5se86471
Esrí TspRI Esu36I ¡
Eco57I MboII¡ EceS3I ¡ MseI SmlI LdeI ¡
¡ ¡¡ 1 ¡ 3 ¡ ¡
TTGACTGGTAGGTTATcTTcArGTGT £..GcTTA .TACrcAAGT~TTTTCT.GtGCcTTASG
361 + + + + + + 420
AACTGACCA<TCCAATASAAGTCACAOAGCGAATTATGAGTTcACAA.AGACACGGAATCO
4-
intrón
Hpyí88 IX
ScrFI
EcoRlí ¡
SexAl ¡ ¡
Faul 1 ¡ ¡
EstEII¡ ¡ 3 ¡
Maellíl ¡ I ¡
Sthl32I¡ ¡ 1 3
Tsp45I¡ 1 ¡ 3
ThaI 33 ¡ ¡ ¡
Acil 3 II 1 ¡ ¡ DrdII
HphI ¡ ¡3 ¡ ¡ ¡ NgoGV¡
MnlI 3 ¡ ¡3 ¡ ¡ ¡ N1aIV¡
OjePí 1 ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 MnlI OjePí II OacSI MnhI
¡ ¡ 3 ¡ ¡3 ¡ ¡ ¡ I¡ 1 3
TOCTGOOCOGOGAGGTOACCTGGTOAGAGTTGAGGGGAAOCAGCGAGCAGAGTATATGGA
421 + + + + + + 480
AGGACGGGGOGOTOCAGTGGAOOAGTOTOAAOTOOOOTTGGTOGOTOGTOTOATATAOOT
PA PR G H LVRVE GN Q RSE YM E
Dde 1
EseMíl FokI
Maelíl Hpyl88IX
EccI¡EsmAI 3
¡3 1
GGATGGTAAONOTOTGAGAOAGAGTGTGOTNG
481 + + +—— 512
OOTAOOATTGNGAGAOTCTGTOTOAOAOGANO
DG N ?S E TE O A
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Figura 45. Mapa de restricción y secuencia aminoacídica de un fragmento del
gen pS3 de Oncorhynchus mykiss. La enzima seleccionada (Eco
RV) aparece en negrita. La diana de restricción de dicha enzima
(5‘-GAÚATC-3’) yíos aminoácidos que difieren con la secuencia
de Salmo salar se muestran sombreados.
DpnI
SauSAl 1
Hpyí8BIX¡ ¡
MboII II ¡
BspGI 3 I¡ ¡
Esrí ¡ ¡3 ¡
BsrI OjePí BbsI ¡ ¡1 ¡
3 3 ¡¡3
GTTGTTOTGOCAGTTGGCGAAGAOTTGTOOAGTTCAGATOG
1 + + + + + 4- 60
OAAOAAGAOGGTOAAOCGOTTOTGAACAGGTOAAGTOTAGC
L FC QL A K TOP V Ql V
EseMíl
Eccí ¡
OvíJI ¡ ¡
Hael 3 ¡
HaelIl 1 ¡
MscI ¡ ¡
BtsI EaeI ¡ 1
MnIII ScrFTl 3 I ¡
Ojel II BanIII¡ 3 ¡ ¡
MniLI ¡3 3sp12861¡j ¡
MnlT 1 ¡1 BsaJI¡¡3 ¡ 3 ¡
EseRí ScrFI l 1 ¡ EcoRnlj 1 ¡ ¡ ¡ Udel
AvaIl 3 BsaJI¡ ¡ ¡ ¡ OviJíl 3 ¡ ¡ ¡ 3 1 AluI¡
5au961 I ESIII 1 II RsaI I¡31 1 I ¡ Cien
EseRíl ¡ OjePí EcoRII¡¡ ¡ ¡¡TspRI ¡¡¡¡¡ 3 ¡ 1 OVIJI¡
II 3 ¡ ¡¡3 ¡ ¡3 I lII¡3 ¡ 3 I
TGGTGGAOOAOOCTOCTOCTOCTGGGGOAGTGGTAOGAGCOCTGGCCATCTATAAGAAGO
61 4- + + + + + 120
ACCAOCTGGTGGGAGGAGGAGGACCOCGTCACCATGCTCGGGAOCGGTAGATATTCTTCG
y D HP PP U G AV VRA LA 1 Y ¡<XL
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Figura 45. (continuación)
BsmAI
EsniBí
BtrI
Maelí ¡
BbvI ¡ ¡
OviJí ¡ ¡ 1 HgaI
Btu ¡ ¡¡¡ HphI 1
Maelí ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ Fnu4hI ¡ BsiHKAI
Maellí ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ TseI¡ ¡ ¡ Bspl2S6I
Tsp45I ¡3 ¡ ¡I¡ HphI¡¡ ¡ ¡ Mn1I ¡
¡ ¡¡ ¡ ¡¡¡ ¡¡¡ ¡ ¡ 1 ¡
TGAGTGACGTGGOTGAOGTGGTGAGACGCTGCOOTOACCACCAGAGCAOCAGCGAGAAOA
121 + + + + + + 180
AOTOACTGCAOCGAOTGCACCAOTCTGCGAOGGGAGTGGTGCTOTCGTGGTCGOTOTTGT
5 UVA DV VR RO PH H Q ST SEN N
Aci 1
b4spAlI
BsbI ¡ Niallir
Faul ¡ ¡ NspI
Sth132I¡ ¡ ¡ OviJí Afluí ¡
Esal ¡ ¡ 1 1 MwoI ¡ BspLUhlI 3 SauSAl
¡ ¡¡1 ¡ ¡ ¡ ¡ ¡
ATGAAGGTACACAACACAGCGGGAAAGGCTAGTCTTACCCATACTAAAACATGTTAGATT
181 + + + + + + 240
TACTTO¶~f~GTTGTGTCGCCCTTTCCGATGASAATGGGTATGATTTTGTACAATCTAA
E G mtron
SfaNI NqoGV
Hpyl78III ¡ N1aIV MaeTí
Malí ¡ AvaII¡ PraT ¡
XbaI ¡ ¡ ¡ MilI 5au961 ¡ Niel ¡
Dprit¡¡¡ ¡ OviRI¡ StnI¡ MseI¡ ¡
¡¡ ¡3 ¡3 3
GATCTAGAATGTGCTTTGATGOAGTATAGAGGGTCCAcAOTATAAAAGGAGTTTAAACGT
241 + + + + + -i- 300
OTAGATCTTACACGAAACTACGTCATATCTCOCAGGTGTGATATTTTCCTCAAATTTGCA
HaeIV
Maellí Hin4I
CATTTTATACTTACAaTaTGCCTM1!GMTTAACGCAAATaTTTGACTGATAf~
301 + + + + + + 360
GTAAAATATGAATCTGAACAACGGATAACT¶ACTCATTGCGTTTACAAAACTGACTATCC
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Figura 45. (continuación)
BstEII
Mae III
SthIS2I
Tsp4 51
ThaI
Aclí ¡
HphI ¡ ¡
Mnlí ¡ ¡
OjePI ¡ ¡ ¡
Avail ¡ 3 ¡ ¡ ¡
EcoOlO9I ¡ ¡ ¡ ¡ ¡
Psp5II 3 ¡ ¡ 1 ¡
5au961 ¡ 1 1 ¡ ¡
BseMII 5se86471 ¡ ¡ ¡ ¡
Odel MnlI ¡ Bsu36I 3 ¡ ¡ ¡ ¡
EcoRV ¡ TspRI¡MseI¡BssSI Udel ¡ ¡ 3 ¡ ¡ ¡
3 ¡¡ II ¡ ¡ ¡ ¡¡31
- UPGTCGGTTAATAZXCG
tXG’2TTTCTGrGCCTnSGTOOTGOCCOGCGAG
361 + + + + + + 420
TATAGfAAGTCACNA CGA?.3’TATGAW’ ~apA~g~~ TCOAGGAOGGGGOGCTO
4—
intrón P A E R 5
HpylS8IX
DpnI 1
HpylS8IX Sau3AI ¡ ¡
ScrFI 1 UrdIl ¡ 3 ¡
EcoRíl 3 ¡ NgoGV¡ 1 ¡
SexAl ¡ ¡ NaIVI ¡ ¡ ¡ Maelil FokI
Faul ¡ 3 MnlI OjePí 3 ¡ ¡ IMnil BccI¡ TaaI ¡
¡¡ ¡ ¡¡¡ ¡¡3 ¡ I¡ It
GTOACCTGGTOAGAGTTGAGGGGAAOCAGCGATCAGAGTATATGGAGGATGGTAACAGTN
421 + + + + + + 480
CAGTGGAOOAGTCTOAACTCOOCTTGGTOGCTAGTOTCATATAOCTCCTACOATTGTCAN
HL VR VE SN Q R E Y ME DG NS?
Resultados 182
EcoRV
SOOpb -*
lOOpb -.
Figura 46.
‘DEll Taj 1
Ml 2 341234 1234
Perfil de restricción de los productos de PCR del gen ¡ñ3
obtenidos de muestras de sahnón atlántico digeridos con Eco RV,
Hrnf 1 y Taq 1. Muestras: (1) salmón ahumado Valkiria (2)
salmón ahumado El Rey Vikingo; (3) salmón ahumado Skandia y
(4) salmón ahumado Domínguez. M = marcador de peso
molecular 100 pb.
Resultados 183
Eco KV
SOOpb -*
lOOpb -.
Hlnf1 TaqI
Ml 23412341234
Figura 47. Perfil de restricción de los productos de PCR del gen pS3
obtenidos de muestras de micha digeridos con Eco RV, Hínf 1 y
Taq 1. Muestras: (1) trucha ahumada Skandia (2) trucha ahumada
Furosaimón; (3) trucha ahumada Pryca y (4) trucha ahumada
Domínguez. M = marcador de peso molecular 100 pb.
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polinierasa (PCR), en las condiciones descritas en la sección 111.2.4.5.5, se
amplificaron fragmentos de ADN de distinto tamaño según la especie
analizada (Figura 48). Los productos de PCR de muestras de salmón ahumado
dieron lugar a dos fragmentos de 256 pb y 525 pb aproximadamente, las
muestras de trucha ahumada originaron dos fragmentos de 294 ph y 350 pb
aproximadamente y los productos de PCR de palometa ahumada dos
fragmentos de 450 pb y550 pb aproximadamente. En cada especie, todos los
individuos analizados dieron lugar al mismo perfil de amplificación.
A pesar que la diferente longitud de los fragmentos obtenidos por la
reacción de PCR permite identificar directamente las muestras de salmón,
trucha y palometa ahumados, se consideró conveniente comprobar mediante
secuenciación que los fragmentos amplificados correspondian efectivamente
al gen SS ADNr. Para ello, el fragmento de 256 ph de salmón, el de 294 ph de
truchay el de 550 pb aproximadamente de palometa, una vez purificados (ver
sección 111247.1>, se secuenciaron en el Centro de Investigaciones
Biológicas del CSIC utilizando el cebador 55-1. En la Figura 49 se muestra la
alineación de dichas secuencias con la secuencia publicada de salmón
atlántico (Pendas y col, 1994). En la región codificante (120 pb) las
secuencias de trucha y palometa eran iguales y sólo se apreciaron dos
nucleótidos diferentes entre éstas y la secuencia de salmón (Pendas y col.,
1994), y un nucleótido diferente entre nuestra secuencia de salmón y la
publicada porPendas y col. (1994>. Sin embargo, la región correspondiente al
espaciador muestra notables diferencias en tamaño y secuencia entre las tres
especies.
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FIgura 48. Anílisis electroforético de los productos de PCR del gen nuclear
SS ARNr de (1) salmón ahumado Domínguez, (2) salmón
ahumado Skandia, (3) salmón ahumado El Rey Vikingo, (4)
trucha ahumada Domínguez, (5> trucha ahumada Skandia, (6)
trucha ahumada Piyca, (7) palometa ahumada Domínguez, (8)
palometa ahumada Vailcixia y (9) palometa ahumada Ubago. M=
marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura 49. Secuencias de ADN de parte del gen SS ARNr de un salmón, una
trucha y ¡ma palometa alineadas con la secuencia homóloga de 8.
salar (Pendas y col., 1994). Los nucleátidos en negrita de la
secuencia del salmón indican la posición de los cebadores 55-1 y
SS-2 utilizados en la reacción de amplificación. La región
codificante conservada se muestra subrrayada.
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Figura 49. (continuación)
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V. DISCUSIÓN
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VA. PRODUCCIÓN DE INMUNOSUEROS Y DESARROLLO DE
TÉCNICAS INMUNOENZIMÁTICAS (ELISA) PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE SALMÓN (Salmo salar), TRUCHA
(Oncorhynchus mykiss)Y PALOMETA (Brama rail) AHUMADOS
Vid. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES
El desarrollo de inmunoensayas requiere disponer previamente de
anticuerpos con especificidad y afmidad adecuadas para el antígeno objeto de
investigación. La selección de los extractos antigénicos utilizados como
inmunógenos y la especie animal empleada en la obtención de los
ininunosueros determinan, junto a la patita de inmunización, las
características de los anticuerpos policlonales obtenidos.
Como antígenos para la obtención de inmunosueros útiles en la
identificación de especies se pueden emplear diversas fracciones proteicas.
Varios investigadores (Buchmann y Pedersen, 1994; Oberst y col., 1993;
Domínguez y col., 1997) han utilizado las proteínas séricas o las
sarcoplásmicas como inniunógenos para identificar especies de pescado en
productos no sometidos a tratamiento térmico. Para la identificación de
productos tratados por el calor se han empleado otras alternativas, como las
proteínas solubles extraídas de dichos productos (Taylor y col., 1994a) o
proteínas termoestables especie-específicas (An y col., 1990; Oberst y col.,
1996).
Dincer y col. (1987), estudiaron el efecto del ahumado en la detección
inmimológica de diversas especies animales en productos cárnicos, pero no
encontraron una pérdida significativa de determinantes antigénicos de las
proteínas sarcoplásmicas atribuible al proceso de ahumado. Aunque es
improbable que el ahumado en frío del pescado modifxque la
inmunogenicidad de las proteínas sarcoplásmicas, en este trabajo se ha optado
por utilizar como extractos antigénicos las proteínas musculares solubles
extraídas a partir de muestras de salmón (PS5), trucha (PST) y palometa
(PSP) ahumadas (ver sección 111.2.1. 1).
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En la elección de la especie animal utilizada para la producción de
anticuerpos influyen factores como la distancia filogenética con la especie de
que procede el antigeno, la disponibilidad de un número suficiente de
animales y la facilidad de manejo. Conejo, cobaya, rata y ratón son las
especies más utilizadas (Harlow y Lane, 1988), aunque la utilización de
animales de mayor tamaño, como cerdos, cameros, machos cabrios o
caballos, permite obtener grandes volúmenes de inmnunosuero y durante
períodos de tiempo más prolongados. En este trabajo se utilizaron conejos de
raza Nueva Zelanda debido a su fácil manejo y mantenimiento, a que
responden bien a gran variedad de antígenos (Dunbar y Schwoebel, 1990) y a
que permitían obtener un volumen de suero suficiente para los objetivos del
trabajo.
Los conejos se inmunizaron con los extractos antigénicos PSS, PST y
PSP emulsionados con adyuvante de Freund, alternándose inoculaciones
intradérmicas, intramusculares y subcutáneas (ver sección 111.2.2.1). Los
adyuvantes son preparaciones que aumentan la ininunogenicidad de un
antígeno por mecanismos inespecíficos (Rittenburg, 1990). Las inoculaciones
intradérmicas y subcutáneas permiten que la liberación del antígeno a la
sangre del animal sea lenta y prolongada en el tiempo, mientras que en la
inoculación intramuscular, la respuesta del sistema inmunológico del animal
ante el antígeno es más rápida y menos duradera (Deshpande, 1996). Cuando
el título de los inimunosueros se consideró adecuado, los conejos se
sacrificaron, obteniéndose aproximadamente 400 ml de sangre por animal,
Los inmunosueros resultantes se purificaron parcialmente por precipitación
selectiva con sulfato amónico (ver sección 111.2.2.4).
La precipitación selectiva con sulfato amónico es el método más
utilizado para la separación de las proteínas en solución y, en particular, para
la separación de los anticuerpos o ininunoglobulinas del innunosuero total.
La técnica se basa en añadir un tampón que contiene concentraciones
elevadas de iones fuertemente cargados, como amonio o sulfato, a una
solución en la que las proteínas se encuentran unidas a las moléculas de agua
formando puentes de hidrógeno. Los iones de amonio y de sulfato compiten
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con las moléculas proteicas por el agua, y las proteínas, al perder su unión con
las moléculas de agua, disminuyen su solubilidady precipitan.
La purificación parcial de los inmunosueros por precipitación con
sulfato amónico (Harlow y Lene, 1988) presenta las siguientes ventajas:
• La molaridad de la solución saturada de sulfato amónico es
suficientemente elevada como para producir la precipitación de casi todas las
proteínas, a las que protege frente a la desnaturalización, previniendo además
el crecimiento microbiano.
• Es un método económico, sencillo y aplicable a volúmenes grandes de
suero.
• Es útil para la concentración y purificación de anticuerpos de cualquier
especie.
• Minhuiza las interacciones inespecíficas entre los anticuerpos y
determinados metabolitos o sustancias cuya configuración molecular
superficial sea semejante a la de los epítopos del antígeno a analizar
V.1.2. VALORACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS
ANTICUERPOS POLíCLONALES OBTENIDOS EN CONEJOS
Los iiununosueros anti-PSS, anti-PST y anfi-PSP se enfrentaron,
mediante la técnica del ELISA indirecto, con los extractos liofilizados de las
proteínas musculares de salmón (PSS), trucha (PST) y palometa (PSP). Los
resultados obtenidos demostraron que los imnunosueros no sólo reconocen las
proteínas de la especie frente a la que se obtuvieron sino también las de las
especies heterólogas (Figura 15). Esta reactividad cruzada era de esperar
debido a que la relación filogenética entre las especies analizadas es estrecha
y muchos de los determinantes antigénicos de las proteínas musculares
pueden ser comunes en todas las especies analizadas. Teniendo en cuenta que
los extractos antigénicos utilizados para la inmunización contenian todas las
proteínas musculares solubles extraídas de las muestras de pescado ahumado,
los conejos no sólo produjeron anticuerpos frente a los epítopos especie-
específicos, sino también frente a aquellos que presentan características
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comunes en las distintas especies. Por tanto, antes de ser utilizados para la
identificación de especies, se debían eliminar los anticuerpos inespecificos de
los inniunosueros. La eliminación de reacciones cruzadas se puede conseguir
mediante técnicas de cromatografía de afinidad o mediante técnicas de
inmunoadsorción (Harlow y Lane, 1998).
La cromatografía de afinidad consiste en hacer pasar los inmunosueros
por columnas que contienen como ligandos de afinidad las proteínas
heterólogas con las que se producen reacciones cruzadas y recoger los
anticuerpos específicos en una última columna que contiene las proteínas de
la especie frente a la que se obtuvo el inmunosuero (Harlow y Lane, 1988).
Esta técnica se ha utilizado con éxito en nuestro laboratorio para conseguir
anticuerpos especie-específicos frente a proteínas cárnicas (Martin y col,
1988)y lácteas (Garcíay col., 1991).
Como alternativa a la cromatografía de afinidad se puede recurrir a la
neutralización, que consiste en mezclar los inmunosueros con los extractos
antigénicos liofilizados de las especies heterólogas con el fin de bloquear por
inmunoadsorción los anticuerpos que reconozcan epitopos en dichos
extractos, mientras que los anticuerpos que reconocen determinantes
antigénicos específicos pennanecen activos (Pinto, 1966; Duraud y col., 1974;
Doberstein y Greuel, 1982).
Taylor y col. (1994a), utilizaron la neutralización de inmunosueros
para la identificación de especies de pescado. Este procedimiento resultó
eficaz para reducir las reacciones cruzadas de un suero anti-sardina. Sin
embargo, no mejoró la especificidad del inmunosuero utilizado para detectar
la adulteración de atún (Thunnus sp. o Euthynnus sp.) con bonito (Sarda sp.).
Domínguez y col. (1997), consiguieron eliminar de un inmunosuero
frente a proteínas solubles de halibut las reacciones cruzadas con las proteínas
del lenguado mediante adsorción del inmunosuero anti-halibut con proteínas
de lenguado inmovilizadas en glutaraldehido.
En este trabajo, la neutralización (ver sección 111.2.2.5) ha resultado ser
un procedimiento eficaz para eliminar las reacciones cruzadas de los
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anticuerpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP con los antígenos de las muestras
heterólogas (Figura 16). En consecuencia, no ha sido necesario utilizar
columnas de purificación por cromatografia de afinidad, proceso de
purificación más largo y costoso que la neutralización.
V.l.3. DESARROLLO DE UNA TÉCNICA DE ELISA INDIRECTO EN
PLACAS PARA IDENTIFICAR MUESTRAS DE PESCADO
AHUMADO
Una vez obtenidos los anticuerpos policlonales específicos frente a las
proteínas musculares solubles de salmón (PSS>, trucha (PST) y palometa
(PSP), se emplearon en el desanollo de técnicas inmnunoenzimáticas (ELISA)
para identificar dichas especies de pescado ahumado. Para que el
inmunoensayo sea efectivo se debe elegir un método y un formato adecuados
que se ajusten a las necesidades de uso. El imnunoensayo más utilizado
consiste en la unión a un soporte sólido, bien de la muestra antigénica o bien
del anticuerpo que se utiliza en su detección (Rittenburg y Gxothaus, 1992).
Una de las ventajas del empleo de un soporte sólido es que permite separar
fácilmente los antígenos y anticuerpos unidos por reacciones específicas de
los que no interaccionan y, por tanto, permanecen libres en solución. Esta
separación se consigue de forma sencilla con lavados intermedios de la placa,
proceso que se puede automatizar para una mayor comodidad (Deslipande,
1996).
Levieux y Venien (1994), afirman que de los distintos formatos de
ELISA, el indirecto es el menos preciso si se compara con el ELISA
competitivo o el sandwich. La menor sensibilidad de este formato se debe a
que la superficie de la placa se tapiza con muestras biológicas complejas, que
además de contener el antígeno de interés incluyen un número elevado de
otras moléculas. En las técnicas del ELISA sandwich y del ELISA
competitivo se emplean anticuerpos o antígenos de gran pureza, lo que
disminuye las interferencias que afectan a la capacidad de detección del
anticuerpo, y por consiguiente, mejora la reproducibilidad y especificidad del
mnmunoensayo.
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Sin embargo, el empleo de los anticuerpos policlonales (anti-PSS, anti-
PST y anti-PSP) neutralizados, minimiza las reacciones cruzadas entre los
anticuerpos y los componentes inespecíficos de las muestras, hecho que
pennite utilizar con éxito la técnica del ELISA indirecto para la detección de
un antígeno en una muestra problema (Harlow y Lane, 1988), especialmente
cuando el objetivo del ensayo no consiste en la cuantificación precisa del
compuesto analizado. Además, ésta es la más sencilla y rápida de las técnicas
inmunoenzimáticas en cuanto a la obtención y preparación de los reactivos
utilizados y a su desarrollo, por lo que resulta muy adecuada para el objetivo
de este trabajo.
En la realización de la técnica del ELISA indirecto, los pocillos de las
placas de poliestireno se tapizaron con diluciones adecuadas en tampón PBS
de los extractos líquidos de las muestras que contenían las proteínas
musculares solubles del pescado (ver sección 111.2.3.1). Experiencias
preliminares permitieron conocer cuáles eran las concentraciones idóneas de
las muestras para obtener una sensibilidad del ensayo óptima. A continuación
se incorporaron los anticuerpos neutralizados que reaccionaron
específicamente con las muestras de referencia y comerciales de la especie de
pescado ahumado frente a la que se habían obtenido. La efectividad de la
neutralización de los anticuerpos anti-PSS, anti-PST y anti-PSP se muestra en
la Figura 16. Una vez que los anticuerpos inespecíficos fueron bloqueados
con las proteínas heterólogas (sección 111.2.2.5), cada inmunosuero reconoció
solamente al extracto antigénico frente al cual se produjo. Los complejos
antígeno-anticuerpo formados durante la neutralización no interfieren en el
ensayo, ya que se eliminan junto a los anticuerpos no reaccionantes del
imnunosuero durante el lavado posterior de los pocillos. Sin embargo, hay
que señalar que la sensibilidad de los anticuerpos anti-PST después del
bloqueo fue menor que la de los anticuerpos anti-PSS y anti-PSP (Tabla 7),
probablemente debido a que el suero anti-PST contenia mayor proporción de
anticuerpos inespecíficos que los otros dos ininunosueros. De hecho, la
cantidad de extracto antigénico heterólogo necesario para neutralizar el
inmunosuero anti-PST fue mayor que la necesaria en los imnunosueros antí-
PSS y anti-PSP.
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De todas las muestras comerciales de pescado ahumado analizadas,
solamente una muestra no fue reconocida por ninguno de los inniunosueros
obtenidos (Tabla 7). Esta muestra estaba identificada comercialmente como
palometa, pero su ongen específico no pudo conocerse, ya que no
correspondía con ninguno de los tres inmunosueros de que disponíamos (antí-
salmón, antí-trucha y antí-palometa). Evidentemente, existe un error en el
etiquetado de dicho producto, que por sus características de presentación
(fileteado) puede pasar desapercibido. En el resto de las muestras analizadas,
el ELISA indirecto permitió una identificación clara de muestras ahumadas de
salmón, trucha y palometa.
Los resultados obtenidos permiten concluir que la técnica del ELISA
indirecto, utilizando anticuerpos policlonales frente a las proteínas musculares
solubles de pescado ahumado, es un procedimiento adecuado para el
reconocimiento específico de salmón, trucha y palometa ahumados. El
proceso tecnológico al que se someten estos pescados (ahumado en frío) no
interfiere en la interpretación de los resultados alcanzados.
Existen métodos alternativos basados en el estudio de las proteínas
sarcoplásmicas que se han empleado en la identificación de salmón y trucha.
Mediante la cromatografía líquida de alta resolución, Osman y col. (1987)
separaron las proteínas sarcoplásmicas de 31 especies de pescado, entre las
que se encontraba la trucha arco iris. Asimismo, Armstrong y col. (1992),
analizaron por HPLC otras 15 especies de pescado. La identificación de
especies por cromatografía líquida se basa en la especificidad de los perfiles
de separación de las proteínas sarcoplásniicas y aunque la técnica resulta
adecuada para la identificación de muestras de pescado fresco o congelado, el
tratamiento térmico del pescado modifica los cromatogramas e impide la
identificación. La principal ventaja de este método es la rápidez del análisis,
que se realiza en 1 hora aproximadamente.
De los métodos electroforéticos aplicados a la diferenciación de
especies de pescado, el que ha proporcionado resultados más satisfactorios es
el isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. Laird y col. (1982),
analizaron las proteínas sarcoplásmicas de 40 especies de peces por éste
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método y consiguieron diferenciar especies filogenéticamente cercanas como
el salmón atlántico, la trucha arco iris y la trucha común. Merchante y Ortín
(1993), diferenciaron igualmente por isoelectroenfoque en Phastsystem
muestras de salmón y trucha ahumados. Uno de los principales
inconvenientes de la técnica de isoelectroenfoque consiste en la complejidad
de los perfiles electroforéticos obtenidos, lo que hace necesario reunir a
sistemas informáticos de interpretación de imágenes para comparar los
perfiles de muestras problema con los de muestras de referencia de identidad
conocida. Asimismo, se ha comprobado que el tratamiento térmico de las
muestras de pescado modifica los perfiles electroforéticos obtenidos (Laird y
col., 1982; Dowdie y Biede, 1983; Abrams y col., 1984; Yowell y Flurkey,
1986; Aa y col., 1989a, 1989b) y puede dificultar su interpretación.
Una de las principales ventajas de la técnica inmunoenzimática
desarrollada en este trabajo frente a las técnicas electroforéticas y
cromatográficas aplicables a la diferenciación de especies de pescado,
consiste en que los anticuerpos se obtuvieron frente a las proteínas solubles
extraídas del pescado ahumado. En consecuencia, las posibles modificaciones
en las proteínas causadas por el ahumado en frío del pescado no afectan a la
identificación. Además, las técnicas inmunológicas son fáciles de realizar y
no requieren el uso de un equipo complejo (algunos kits han sido
desanollados para identificar especies cárnicas utilizando solamente una gota
de extracto muscular). No obstante, el principal inconveniente de la técnica
inmunoenzimática descrita en este trabajo consiste en la utilización de
anticuerpos policlonales, cuya disponibilidad está limitada por el volumen de
suero obtenido de los animales de experimentación.
Los inconvenientes asociados a la utilización de anticuerpos
policlonales radican en una disponibilidad limitada de los mismos y en la
necesidad de purificarlos para eliminar reacciones cruzadas y que posean una
especificidad adecuada. Algunos de estos inconvenientes se pueden superar
mediante la utilización de la tecnología de obtención de hibridomas (Kóhler y
Milstein, 1975), que teóricamente permite obtener de forma continua e
ilimitada anticuerpos monoclonales, cuya principal característica es la
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especificidad. En el análisis de los alimentos, la utilización de anticuerpos
monoclonales presenta ventajas respecto a la de los policlonales, debido
fundamentalmente a su especificidad y reproducibilidad. Sin embargo, la
obtención de anticuerpos monoclonales es más laboriosa y delicada que la
obtención de anticuerpos policlonales y con frecuencia los anticuerpos
policlonales presentan una mayor avidez por el antígeno, por lo que la
producción de anticuerpos monoclonales no estájustificada en todos los casos
(Harlow y Lane, 1998).
V.1.4. TÉCNICA DEL ELISA INDIRECTO EN PALETAS
La necesidad de encontrar métodos analíticos rápidos, sencillos,
económicos, sensibles y de aplicación en la industria alimentaria, ha
impulsado en los últimos años numerosos proyectos de investigación que
persiguen el desarrollo de técnicas rápidas que cumplan con estos
requenmientos. La técnica del ELISA indirecto en paletas desarrollada en este
trabajo para la identificación de muestras ahumadas de salmón, trucha y
palometa se basó en el protocolo experimental descrito por Skerritt y Hill
(1991), para la detección de gluten en alimentos destinados a enfermos
celiacos. Las principales diferencias entre la técnica de ELISA indirecto
descrito en placas y la de ELISA indirecto en paletas afectan al soporte de la
reacción antígeno-anticuerpo. En lugar de utilizar pocillos de placas de
poliestireno, en esta técnica imnunoenzimática rápida la reacción
inmunológica se desarrolla en unas paletas de poliestireno que se introducen
en tubos de polipropileno y los lavados se realizan con agua del grifo en
sustitución de los tampones de lavado.
Utilizando las condiciones óptimas descritas en la sección 111.2.3.2, se
identificaron visualmente y de forma inequívoca las muestras de salmón,
trucha y palometa ahumados en menos de 2 horas (Figura 17).
La técnica de ELISA en paletas reúne las mismas características que la
realizada en placas. Además, la sencillez de este procedimiento, la
identificación visual de los resultados y el cofto periodo de tiempo requerido
para el análisis cualitativo de muestras de pescado ahumado, lo hacen
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especialmente adecuado como prueba de campo en programas de inspección
donde es posible el fraude por sustitución de especies.
Vi. DESARROLLO DE TÉCNICAS DE PCR PARA AMPLIFICAR
MARCADORES GENÉTICOS UTILIZADOS EN LA
IDENTIFICACIÓN DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMÓN (Salmo salar), TRUCHA (Oncorhynchus mykiss) Y
PALOMETA (Brama rail)
El desarrollo y puesta a punto de la reacción en cadena de la
polimerasa ha marcado un antes y un después en todas las áreas de
investigación biomédica, ya que debido a su especificidad, sensibilidad y
rapidez representa una poderosa herramienta, cada vez más utilizada en el
estudio y caracterización de especies, poblaciones e individuos (Meyer y
Candrian, 1996).
Las bases teóricas de la reacción de PCR se presentaron por primera
vez a principios de los setenta, pero no seña hasta mitad de los ochenta
cuando se conseguiría su materialización en una técnica que permitiera la
amplificación del ADN correspondiente a genes individuales, a partir de una
muestra de ADN total de un organismo (Saiki y col., 1988). En los últimos
años, las técnicas de PCR se han utilizado en medicina forense y en el
diagnóstico de muchas enfennedades (Ferre y col., 1993; Secchiero y col.,
1995), en la detección de parásitos (Jinneman y col., 1998) y de
microorganismos patógenos y alterantes de los alimentos (Hill, 1996; Wang y
col., 1997; Venkitanarayanan y col., 1997; Gutiérrez y col., 1997) y en la
detección en alimentos de organismos modificados genéticamente
(MacCormick y col., 1998).
La utilización de técnicas de PCR para la identificación de especies de
pescado constituye una alternativa eficaz a otras técnicas basadas en el
análisis de las proteínas tisulares, ya que las técnicas electroforéticas
(Gallardo y col., 1995; LeBlanc y col., 1994), cromatográficas (Arnistrong y
col., 1992; Osman y col., 1987) e incluso inmunológicas (Taylor y col.,
1994a; Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto, 1993), presentan limitaciones en
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alimentos de composición compleja o sometidos a tratamientos tecnológicos
que modifiquen sus proteínas. Además, el estudio del AUN permite detectar
mutaciones que no determinan cambios en la secuencia aminoacídica
(Ferguson y col., 1995).
El objetivo de este trabajo de investigación consistió en la puesta a
punto de técnicas de PCR que, amplificando detenninados fragmentos
génicos, permitieran poner de manifiesto diferencias especie-específicas entre
las secuencias de salmón atlántico, trucha arco iris y palometa para identificar
inequívocamente dichas especies en muestras de pescado frescas y ahumadas.
Para conseguir este objetivo fue necesario, en primer lugar, poner a punto una
técnica que permitiera extraer de las muestras de pescado el AUN integro y
libre de inhibidores de la reacción en cadena de la polimerasa. Asimismo, se
tuvieron que seleccionar fragmentos génicos con un grado de variabilidad
genética intra- e interespecífica adecuado para la diferenciación de las
especies objeto de análisis. La amplificación de los fragmentos seleccionados
requirió en algunos casos el análisis de las secuencias disponibles y el diseño
de cebadores apropiados. Finalmente, una vez estudiadas las secuencias
obtenidas se pusieron a punto técnicas sencillas que permitieran poner de
manifiesto diferencias especie-especificas entre los fragmentos amplificados y
que pudieran utilizarse para la identificación específica de muestras de
identidad desconocida.
Vi.1. EXTRACCIÓN DEL ADN
Antes de proceder al análisis de los ácidos nucleicos para identificar la
especie o población de procedencia de un pescado, es preciso extraer de la
muestra una cantidad suficiente de AUN de buena calidad para los estudios
posteriores. Los métodos clásicos de extracción comprenden una primera fase
de digestión de la muestra con detergentes y proteasas, seguida de la
separación de proteínas y polisacáridos con disolventes orgánicos (fenol y
cloroformo) para, finalmente, precipitar con etanol o isopropanol el AUN
presente en la fase acuosa (Sambrook y col., 1989). Este método puede ser
sustituido por otros que utilizan resinas comerciales que sirven para aislar el
AUN de muestras complejas, o por aquellos que en presencia de elevadas
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concentraciones de agentes caotrópicos, como el isotiocianato de guanidina
(GuSCN), unen los ácidos nucleicos a partículas de diatomeas o de sílice
(Boom y col., 1990). Cualquiera que sea el método empleado, se debe
garantizar que el ADN extraído está suficientemente puro y libre de
sustancias acompañantes que pudieran inhibir las reacciones enzimáticas que
intervengan en los análisis posteriores.
La calidad del ADN que se extrae de una muestra está estrechamente
relacionada con el tamaño molecular de los fragmentos de ADN obtenidos,
expresado en pares de bases de nucleótidos. El ADN se puede degradar por
diversas causas, entre las que se incluyen los tratamientos térmicos en el caso
de los alimentos. Ebbeh4>f y Thomsen (199la) estudiaron el efecto del
almacenamiento y los tratamientos térmicos sobre la calidad del AUN
extraído de muestras de carne. Mientras que el ADN extraído de carne fresca
tenía una longitud de 20-50 kilobases (Kb), el almacenamiento de la carne
durante vanos días reducía la longitud del AUN extraído a 15-20 Kb y el
calentamiento de la carne durante 10 mm a 1210C limitaba el tamaño de los
fragmentos obtenidos a una media de 300 pb. La fragmentación del ADN
limita la eficacia de la reacción de PCR. Sin embargo, incluso a partir de
muestras con ADN degradado es posible amplificar y estudiar fragmentos de
ADN específicos de especie.
Aunque la técnica de PCR es extremadamente específica, su
sensibilidad puede verse reducida cuando el ADN objeto de análisis se extrae
directamente de los alimentos. La inhibición puede ser el resultado de una
lisis insuficiente, desnaturalización de la AUN polimerasa, degradación o
precipitación del AUN diana, quelación de los iones de magnesio requeridos
en la reacción y de la presencia de sustancias inhibidoras de la reacción que
frecuentemente se encuentran en el alimento (Wilson, 1997). Sin embargo,
estos problemas se han tratado de resolver mediante tratamientos diversos que
incluyen la dilución de las muestras, el aumento de concentración de los iones
de magnesio, la eliminación de ciertos inhibidores por calor (Rossen y col.,
1992) o proteasas (MdHale y col., 1991), la separación flsico-quiniica entre
los inhibidores y el ADN por cromatografla de intercambio iónico (Young y
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col., 1993) y la separación inmunomagnética del AUN diana (Chen y col.,
1998). Asimismo, los efectos inhibidores se reducen optimizando las
condiciones de la reacción y asegurando que todos los reactivos están
disponibles en la mezcla de la reacción en cantidades apropiadas.
De lo expuesto anteriormente se deduce que la aplicación de la técnica
de PCR al análisis de los alimentos se extenderá con mayor o menor rapidez
en fimción de la disponibilidad y puesta a punto de métodos sencillos y
eficaces para obtener el AUN de los alimentos y para eliminar las sustancias
inhibidoras presentes en ellos.
En este trabajo se valoré el potencial de varios métodos de extracción
del AUN de muestras de pescado para su utilización en las técnicas de PCR
(sección 111.2.4.3).
De los resultados obtenidos con los distintos métodos de extracción,
podemos concluir que sólo el de DeSaile y col. (1993) aportó AUN de
suficiente calidad para amplificar todos los fragmentos de interés. Este
método se basa, al igual que todos los métodos clásicos, en una lisis con
detergentes y un tratamiento con proteasas de la muestra, seguido de la
separación de las proteínas y azúcares con disolventes orgánicos y una doble
precipitación del ADN con etanol. La segunda precipitación de los ácidos
nucleicos parece tener importantes repercusiones en la calidad fmal del ADN.
Una vez lisados los tejidos, la extracción del AUN celular total se realizó en
dos horas y media. Este método proporcionó un elevado rendimiento, pureza
e integridad del ADN (Figura 18). El ADN de las muestras de pescado
ahumado estaba ligeramente más degradado que el de las muestras de pescado
fresco, probablemente debido a que la manipulación producida durante su
industrialización puede favorecer la actividad de las endonucleasas. Las
muestras de palometa proporcionaban un AUN más degradado que las de
salmón y trucha, ya que la mayoría de la palometa que se procesa es
congelada y ha sufrido un mayor deterioro y manipulación que las muestras
de salmón y trucha.
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El método de extracción de Bartlett y Uavidson (1991) es una
variación del método de Chomczynski y Sacchi (1987). En este método se
combinó la capacidad del isotiocianato de guanidina (GuSCN) para romper
células e inactivar nucleasas, con la capacidad de extracción del fenol-
cloroformo. El tiempo empleado para obtener AUN fue aproximadamente de
4 horas, superior al empleado en el método de DeSaIle y col. (1993). Además,
la integridad del ADN fue menor que la del AUN obtenido por el método
clásico (Figura 19-A), y no permitió amplificar por PCR bandas apropiadas
para su análisis posterior.
El método de Laird y col. (1991) es una simplificación de los métodos
clásicos que consiste en la lisis de la muestra con un tampón que contiene
detergentes (100 mM Tris-HCl, pH 8,5; 5 mM EDIA; 0,2% SUS; 200 mM
CíNa) y proteinasa K, seguida de la precipitación de los ácidos nucleicos con
isopropanol y su disolución posterior en tampón TE. A pesar de que los
investigadores citados obtuvieron buenos resultados a partir de muestras de
diversos tejidos, en nuestro caso, la pureza del AUN obtenido a partir de
tejido muscular de pescado era deficiente (Figura 19-B) y no permitió
amplificar por PCR los fragmentos de AUN seleccionados.
Finalmente, el método de Taggart y col. (1992), que puede
considerarse también un método de extracción de AUN clásico, no
proporcionó AUN de suficiente calidad (Figura 19-C) para el análisis por
PCR-RFLP de los marcadores genéticos elegidos. Además, es más largo y
laborioso que el método de UeSalle y col. (1993).
V.2.2. ELECCIÓN DE LOS MARCADORES GENÉTICOS
A la hora de elegir los marcadores genéticos que se van a utilizar para
la identificación de especies, es importante considerar varias premisas. Las
regiones de AUN seleccionadas deben acumular mutaciones a una velocidad
suficiente como para que especies estrechamente relacionadas tengan
secuencias de nucleótidos diferentes, pero suficientemente lenta como para
que esas diferencias no aparezcan dentro de la misma especie (Hall y
Nawrocki, 1995; Hansen y Loechoke, 1996). La longitud del segmento
Discusión 203
amplificado ha de ser suficiente para detectar diferencias interespecíficas y
adecuada para poder secuenciar dicho fragmento en un gel de secuenciación
estándar. Son preferibles regiones de AUN que codifiquen proteínas, porque
los errores en la secuenciación yio amplificación pueden detectarse
comparándolos con la secuencia de aminoácidos correspondiente. Además,
teniendo en cuenta que la creación de bases de datos es un proceso largo, es
aconsejable trabajar con genes cuya secuencia haya sido detenninada en
diversos organismos (Bartlett y Davidson, 1992).
Muchos de los trabajos sobre diferenciación genética de especies de
pescado se basan en el análisis del genoma mitocondrial, porque es haploide,
es mucho más pequeño que el ADN nuclear (16.500 ±500 pb), cada célula
posee miles de copias y existen regiones con un nivel de variabilidad genética
adecuado para la diferenciación interespecífica (Meyer, 1993). Estas
características representan una ventaja frente a los marcadores de genes
nucleares, especialmente cuando se analizan productos en que los
tratamientos tecnológicos del pescado dificultan la obtención de AUN de
elevado tamaño molecular (Quinteiro y col., 1998). Por otra parte, la
amplificación de marcadores nucleares puede resultar beneficiosa porque
permite analizar regiones no codificantes del genoma con un alto grado de
polimorfismo (O’Reilly y Wright, 1995). Asimismo, la presencia de intrones
de longitud y secuencia variable intercalados en los genes que codifican
diversas proteínas, permite amplificar fragmentos génicos cuya longitud es
específica de especie (Gross y ccl., 1996).
El nivel de polimorfismo de cada marcador genético condiciona su
posible aplicación para el estudio de relaciones entre especies, poblaciones o
individuos de una misma especie. Para identificar variaciones intraespecíficas
es aconsejable trabajar con secuencias hipervauiables de ADN, como los
genes mitocondriales NUl, NUS y NU6 (Hall y Nawrocki, 1995), o la región
comprendida entre los genes AlPasa 6 — COIII (Chow y Ushiama, 1995;
Vitic y Strobeck, 1996); mientras que en los estudios de variación
interespecifica es más útil trabajar con secuencias relativamente conservadas.
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Uno de los genes que se han utilizado con más frecuencia para la
diferenciación de especies es el gen mitocondrial citocromo b. Pero se han
utilizado con el mismo fm otros fragmentos del genoma mitocondrial como
los genes de los ARN ribosómicos 125 y 165 (Bouchon y col., 1994; DeSaile
y Birstein, 1996), subunidades de la NAUH deshidrogenasa (Cronin y col.,
1991) y la región de control (Nielsen y col., 1994; Alvarado-Bremer y col.,
1997).
A pesar de que la mayoría de los estudios filogenéticos y de
diferenciación de especies han utilizado AUN mitocondrial, otros emplean
genes nucleares, como el de la hormona de crecimiento (OH), que ha
permitido determinar las relaciones filogenéticas y la clasificación de los
salmónidos (Agellon y col., 1988; Johansen y col., 1989; Uevlin, 1993;
McKay y col., 1996).
Para el propósito de nuestro trabajo (diferenciación interespecífica) se
consideró conveniente seleccionar genes con regiones conservadas entre las
especies en estudio, para así poder amplificar el mismo fragmento en todas
ellas. Tras realizar una exhaustiva búsqueda bibliográfica y comparar las
secuencias disponibles en las bases de datos GenBank y EMBL, se eligieron
los genes niitocondriales citocromo b, citocromo oxidasa II (COJI) y 165
ARNr, y los genes nucleares 5S ARNr y §3, como genes adecuados para los
objetivos propuestos. A continuación, se procedió a seleccionar o diseñar
cebadores para su amplificación.
V.2.3. DISEÑO DE LOS CEBADORES
La identificación genética de la especie a la que pertenece un individuo
depende, en gran medida, de la especificidad de los cebadores empleados en
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). El diseño de cebadores
específicos es relativamente sencillo siempre que se conozca exactamente la
secuencia que se desea amplificar y se respeten unas normas básicas de diseño
(Sambrook y col., 1989). Se deben elegir, dentro de lo posible, cebadores con
una longitud comprendida entre 18 y 28 nucleótidos, y con un porcentaje de
guanina y citosina en tomo al 50% (puesto que los enlaces G-C son más
Discusión 205
estables que los enlaces A-T) para facilitar la hibridación con sus secuencias
diana a temperaturas relativamente altas que impidan las uniones
inespecificas. La temperatura de hibridación de ambos cebadores con la
secuencia diana debe ser similar. Así mismo, se debe evitar que los cebadores
sean complementarios entre sí, especialmente en su extremo 3’ para evitar la
formación y amplificación de dímeros que reducen la eficacia de la reacción.
El número de bases no complementarias entre el cebador y la secuencia diana
debe reducirse al máximo, sobre todo en el extremo 3’ del cebador, donde
comienza la elongación del ADN copia generado por la polimerasa.
Una vez diseñados los cebadores es conveniente confrontar su
secuencia con las bases de datos de ácidos nucleicos (GenBank, EMBL) para
identificar secuencias afines. De esta manera aumenta la especificidad de la
prueba al evitar el empleo de cebadores que compartan homologías con
secuencias de genes o especies distintas a la que se pretende identificar.
La comparación de las secuencias génicas de diversas especies
animales puede servir para buscar regiones conservadas sobre las que diseñar
cebadores universales que permitan la amplificación del mismo fragmento
génico en una gran variedad de especies (Kocher y col., 1989).
Alternativamente, el diseño de cebadores puede beneficiarse del conocimiento
de secuencias especie-específicas para amplificar mediante la técnica de PCR
múltiple fragmentos génicos de distinta longitud en cada especie de interés
(Matsunaga y col., 1999).
La elección de los cebadores utilizados en esta Tesis Doctoral se
realizó, en algunos casos (citocromo b, §3 y SS ARNr), a partir de la
bibliografia existente sobre la amplificación de dichos genes.
La información disponible sobre el gen citocromo b de los peces es
muy abundante, desde que en 1989 Kocher y col., diseñaron cebadores
universales para la amplificación de un fragmento de 307 pb (excluyendo
cebadores) en numerosas especies de vertebrados. La longitud de los
cebadores universales diseñados por Kocher y col., para amplificar el gen
citocromo b era de 36 pb y 35 pb, por lo que investigadores como Can y
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Marshall (1991), Bartlett y Davidson (1991) e lrwin y col. (1991), entre otros,
han diseñado cebadores muy similares a los de Kocher y col., pero más
coños, para amplificar el mismo fragmento en varias familias de peces, como
los gádidos, túnidos y salmónidos.
Para la realización de este trabajo se eligieron los cebadores diseñados
por Bartlett y Uavidson (1991), cuya utilidad para amplificar el gen citocromo
b de peces ha sido avalada por trabajos posteriores (McVeigh y col., 1991;
Ba.rtlett y Uavidson, 1992; Hartley y col., 1992; Quinteiro y col., 1998).
En los últimos años, la investigación sobre el cáncer ha impulsado el
estudio de genes implicados en su presentación. La proteína codificada por el
gen p53 desempeña un papel importante en el control del ciclo celular porque
proporciona estabilidad genética a la célula (Levine y col., 1991), mientras
que las células en las que el gen supresor de tumores pS.3 es afimcional son
muy vulnerables a la adquisición de mutaciones y como consecuencia, a la
formación de tumores. Los estudios sobre el cáncer han conducido a la
secuenciación del gen p53 en el hombre y en diversas especies animales con
el fm de conocer la frecuencia e importancia de sus mutaciones y su
implicación en la génesis del cáncer (Mayr y col., 1995; Bucher y col., 1996).
La comp&acíón de las secuencias disponibles pone de manifiesto que los
exones que codifican la proteína son muy conservados en todas las especies,
mientras que existen grandes diferencias interespecíficas en la longitud de los
intrones. Kusser y col. (1994), se basaron en la semejanza de los exones para
diseñar cebadores que permitieran amplificar el gen p53 en varias especies de
peces, entre las que se incluye la trucha arco iris. En consecuencia, elegimos
los cebadores p53-S y p53-7 diseñados por estos autores para amplificar la
región del gen p53 que comprende los exones 5 y 6 y un intrón intermedio.
En los organismos eucariotas superiores, el AUN ribosómico se
organiza en dos clases distintas de genes, los ARNs ribosómicos mayores
(5,85, 18S y 285) y un grupo de genes ribosómicos menores. El primer grupo
suele estar codificado en un gen que se repite un gran número de veces
consecutivas (AUNr), mientras que el segundo (SS ADNr) está formado por
otra familia de genes reiterativos que codifican el ARiNr SS y que, al contrario
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de lo que ocurre con el AUNr, no está involucrado en la fonnación de los
nucleolos (Pendas y col., 1994). La estructura y secuencias del gen AUNr se
conocen bien en diversos organismos superiores y la comparación de
secuencias de dicho gen se ha utilizado para el estudio de la variabilidad
genética intra- e interespecífica de salmónidos (Phillips y col., 1994) y
clupeidos (Uomanico y col., 1996). Sin embargo, el SS AUNr de los peces
apenas se había estudiado hasta que Pendas y col (1994), donaron y
secuenciaron unidades repetitivas del SS ADNr del salmón atlántico y
comprobaron su localización cromosómica en esta especie en el cromosoma
8, adyacente al gen repetitivo AUNr. En este trabajo hemos utilizado los
cebadores A y B diseñados por Pendas y col. (1994), para amplificar las
unidades repetitivas del SS ADNr con el propósito de diferenciar salmón,
trucha y palometa por la longitud de los fragmentos amplificados.
Como consecuencia de la comparación de las secuencias de ADNmt de
salmón y trucha disponibles en las bases de datos GenBank/EMBL, nos
planteamos utilizar un fragmento del gen que codifica la subunidad II de la
citocromo oxidasa (COII) y otro del gen 165 ARNr para tratar de encontrar
diferencias significativas entre estas especies. En este caso no se disponía de
referencias bibliográficas en que se hubieran propuesto cebadores para la
amplificación de los fragmentos citados, por lo que se utilizaron los criterios
básicos de diseño de cebadores y programas informáticos específicos como el
PRIME (OCO versión 9.0) para diseñar los cebadores CYTO-1 y CYTO-2
sobre el gen COII y los cebadores 165-1 y 16S-2 para el gen 16S ARNr
(sección 111.2.4.2).
V.2.4. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE RESTRICCIÓN DE LOS
PRODUCTOS DE PCR
La secuenciación de los productos de PCR tiene por objetivo
identificar diferencias en la cadena de nucícótidos que permitan distinguir
especies filogenéticamente cercanas. La valoración de tales diferencias suele
requerir la utilización de programas informáticos complejos. Algunos
investigadores han optado por programas como el PAUP (Swofford, 1993) y
PJIYLIP (Felsenstein, 1993) que estudian las relaciones filogenéticas a partir
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de las secuencias obtenidas de varias especies e introducidas en bases de
datos. Sin embargo, otros investigadores consideran que la elaboración de
matrices de valoración de distancias genéticas entre secuencias (Kumar y col.,
1993) es más apropiada para diferenciar especies que los estudios
filogenéticos (Forrest y Camegie, 1994; Quinteiro y col., 1998).
La secuenciación de los fragmentos de AUN amplificados por PCR
aporta datos interesantes en la identificación de especies. Sin embargo, es una
técnica cara y laboriosa que no es apropiada para el análisis rutinario de un
número de muestras elevado. El análisis con enzimas de restricción de los
fragmentos génicos amplificados por PCR pennite detectar diferencias en la
longitud de los fragmentos generados (polimorfismo) sin necesidad de
recurnr a la secuenciación. Sin embargo, este sistema no detecta todas las
diferencias entre las secuencias, sino solamente aquellas que afectan a los
lugares de reconocimiento de las enzimas utilizadas para el análisis.
La elección de endonucleasas de restricción adecuadas puede estar
basada o no en el conocimiento y comparación previos de las secuencias del
fragmento analizado, pero cuando el objetivo es la diferenciación de especies
se deben elegir enzimas para las que no se produzcan variaciones
intraespecíficas. La eficacia de la técnica de PCR-RFLP para la identificación
de especies dependerá de la secuencia elegida para la amplificación, de las
endonucleasas de restricción utilizadas y de la longitud del fragmento
amplificado.
Cronin y col. (1993), utilizaron la amplificación por PCR de 4
fragmentos del A.DNmt de entre 1,3 y 2,4 Kb y su digestión con más de 16
enzimas de restricción para estudiar la variabilidad genética intraespecifica en
dos especies de salmones del Pacífico, salmón real y salmón keta. Adams y
col. (1994), también emplearon la técnica de PCR-RFLP sobre dos
fragmentos del ADNIT>t para estudiar la variabilidad genética del salmón real.
Algunos de los fragmentos amplificados por Cronin y col. (1993), se han
utilizado también para conocer por PCR-RFLP la variabilidad genética
intraespecifica de la trucha de río; obteniéndose los resultados más
satisfactorios con un fragmento de 2 Kb que abarca desde el gen NDl al 16S
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ARNr y con 01ro fragmento de 2,5 Kb que incluye los genes ND5-ND6 (Hall
y Nawrocki, 1995; Hansen y Loeschke, 1996). Chow y Ushiama (1995),
estudiaron la diversidad genética entre varias poblaciones de albacora
(Thunmrs alalunga) digiriendo con dos endonucleasas de restricción un
fragmento del gen ATPasa 6 amplificado por PCR.
La aplicación de la técnica de PCR-RFLP para diferenciar especies
animales cuenta con numerosos ejemplos. Chow e lnoue (1993),
comprobaron que era posible diferenciar 8 especies de túnidos del género
Thunnus mediante la amplificación de un fragmento intergénico de 940 pb del
AUNmt seguido de su digestión con enzimas de restricción. Sin embargo,
sólo conseguían identificar algunas especies empleando un fragmento de 355
pb del gen citocromo b y no encontraron variaciones ni intraespecíticas ni
interespecificas cuando utilizaron PCR-RFLP de un fragmento de 450 pb del
gen 12S ARNr.
La situación era bien distinta cuando Chow y col. (1993), aplicaron las
mismas técnicas a la diferenciación de especies de Luúanus. En este caso las
3 especies analizadas se diferenciaban empleando el fragmento de 355 pb del
citocromo b, pero la variabilidad intraespecífica del fragmento del gen 12S
ARNr impedía la diferenciación interespecífica. Borgo y col. (1996), sin
embargo, utilizaron con éxito el gen 12S ARNr para diferenciar tres especies
de caracoles de tierra (Helix pomalítz Helix lucorum y Achatina fullea)
amplificando un fragmento de 380 pb que digerían con tres endonucleasas.
El gen citocromo b ha sido muy utilizado para la diferenciación de
especies por PCR-RFLP. Sus aplicaciones incluyen desde la identificación de
especies de aves yniamiferos (Chikwii y col., 1994; Meyer y col., 1995> hasta
la diferenciación de túnidos enlatados (Ram y col., 1996; Quinteiro y col.,
1998). Entre los ejemplos que se pueden citar de la utilización de PCR-RiFLP
de genes nucleares para la identificación de especies se encuentran los
trabajos de Kenchington y col. (1993) para diferenciar dos especies de vieiras
(Placopecíen magellanícus y Chlamys islandica) utilizando un fragmento de
1.815 pb del gen 18S ARNr y los de Gross y col. (1996) que diferenciaron
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salmón atlántico, trucha de río y sus híbridos empleando un fragmento de 918
Pb del gen del factor liberador de la hormona del crecimiento.
Para cumplir el objetivo propuesto en esta Tesis Doctoral, consistente
en poner a punto técnicas genéticas adecuadas para la diferenciación
inequívoca de salmón atlántico, trucha arco ñis y palometa, se consideró que
las técnicas de PCR-RFLP eran especialmente adecuadas, porque
proporcionan perfiles claros y de fácil interpretación, especialmente cuando
las muestras problema se analizan junto a muestras de referencia.
V.2.5. DIFERENCIACION DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMÓN, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GEN CITOCROMO b
La disponibilidad de cebadores universales (Kocher y col., 1989), para
la amplificación del gen mitocondrial citocromo b ha favorecido el estudio de
este gen, cuya secuencia de nucleótidos se conoce en muchos vertebrados. La
secuencia aminoacídica del gen citocromo b está muy conservada, pero
debido a la degeneración del código genético (dos ó más codones codifican un
mismo aminoácido), la secuencia del gen difiere en varios nucleátidos incluso
entre especies estrechamente relacionadas. Asimismo se ha comprobado que
la variación dentro de una misma especie es menor que entre especies, que las
transiciones son más frecuentes que las transversiones y que la mayoría de las
diferencias entre secuencias se producen en la tercera posición de los codones
(Meyer, 1993; Matsunaga y col., 1999).
El análisis directo de las secuencias de los productos de PCR obtenidos
con los cebadores diseñados por Kocher y col. (1989), o con otros similares,
se ha utilizado con éxito para la diferenciación de poblaciones de bacalao del
Atlántico (Can y Marshall, 1991; Pepin y Can, 1993; Árnason y col., 1998) y
también para la caracterización genética del fletán negro (Vis y col., 1997), la
identificación de poblaciones y especies de salmónidos (McVeigh y col.,
1991; Hartley y col., 1992; Lockwood y col., 1993), la clasificación del
suborden Scombroídeí (Finnerty y Block, 1995), la diferenciación de especies
de túnidos (Bartlett y Davidson, 1991; Quinteiro y col., 1998), y de las
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especies de caviar Acípenser siurio y A. naccarii (Ludwig y Kirschbaum,
1998). Sin embargo, el elevado coste de esta técnica y la necesidad de una
detallada comparación de las secuencias individuales la hacen inapropiada
para el análisis de un elevado número de muestras. Por ello, como alternativa
a la secuenciación, en este trabajo hemos utilizado el análisis de restricción de
fragmentos amplificados por PCR (PCR-RFLP) de una región conservada del
gen mitocondrial citocromo b para la identificación específica del salmón
atlántico, la trucha arco iris y la palometa.
Utilizando los cebadores CYTB- 1 y CYTB-2 diseñados por Barlett y
Davidson (1991), y las condiciones descritas en la sección 111.2.4.5.1, se
amplificó un fragmento de 358 pb del gen citocromo b a partir de todas las
muestras frescas y ahumadas de salmón, trucha y palometa analizadas (Figura
20).
Las secuencias de los productos de PCR de salmón, trucha y palometa
se compararon entre si y con las secuencias de salmón (X76253 y U12146) y
trucha (L29771) de la base de datos GenBank (Figura 21). Los resutados
obtenidos muestran una estrecha relación genética entre las secuencias del gen
citocromo h de salmón atlántico y trucha arco iris. La región secuenciada (307
nucleótidos, excluyendo los cebadores) mostró una homología entre salmón y
trucha del 93,8%, entre salmón y palometa del 83% y entre trucha y palometa
del 83,4%. Las diferencias encontradas entre las secuencias del gen citocromo
b de salmón y trucha no implican cambios aminoacídicos de la cadena
peptídica ya que, excepto en un caso, siempre afectaron al tercer nucleótido
del triplete de traducción. La mayoría de las diferencias de los nucleótidos
fueron transiciones (A*->G o C<-*T), características de especies que proceden
de un antecesor común (Brown y col., 1982; Kocher y col., 1989; Bartlett y
Davidson, 1991). Sin embargo, la secuencia de aminoácidos codificada en los
productos de PCR de palometa difiere en 6 residuos con las de salmón y
trucha debido a la existencia de siete transiciones y cuatro transversiones en
las primeras y segundas posiciones de los codones comparadas con las de
salmón y trucha.
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La variación intraespecifica en las secuencias de salmón fue de 4,50/o,
predominando las transiciones (12) frente a las tranversiones (2). La
comparación de nuestras secuencias de salmón con la de McVeigh y col.
(1991), mostró pocas variaciones, que se localizaron en la tercera posición del
codón, sin modificar la secuencia de aminoácidos. La única variación
intraespecífica encontrada entre las secuencias de trucha fue una transición
(C—>T) en la tercera posición de un triplete, que no cambia el aminoácido
codificado (ATT y ATC codifican isoleucina). La palometa también mostró
un bajo polimorfismo intraespecífico (0,6%) que no afectó a la secuencia de
aminoácidos codificada.
Kocher y col. (1989), compararon las secuencias de nucleótidos y
aminoácidos del gen citocromo h en numerosas especies de vertebrados.
Identificaron determinados residuos de aminoácidos que permanecen
invariables en todas las secuencias estudiadas, algunos de los cuales se
consideran esenciales para la funcionalidad del citocromo b. Al comparar
estos resultados con los obtenidos en esta Tesis Doctoral observamos cómo la
secuencia de palometa coincide perfectamente con el patrón descrito por
Kocher, mientras que el salmón y la trucha difieren en un aminoácido que era
invariable en las especies analizadas por dichos autores (Kocher y col. 1989>
aunque no esencial para la funcionalidad.
Una vez comprobada la existencia de diferencias específicas entre las
secuencias de los productos de PCR de salmón, trucha y palometa se procedió
a identificar endonucleasas de restricción que permitieran diferenciar estas
especies sin necesidad de recurrir a la secuenciación de los productos de PCR.
Para ello se compararon los mapas de restricción de las secuencias de salmón,
trucha y palometa disponibles. Al menos dos endonucleasas de restricción
(Eco RV y Taq 1) se consideraron teóricamente apropiadas para identificar los
productos de PCR de salmón y trucha, mientras que la identificación de los
productos de PCR de muestras de palometa se llevó a cabo con la
endonucleasa Nsp 1. La elección de las enzimas Eco RV y Taq 1 se consideró
adecuada porque cada una de ellas detecta simultáneamente dos posiciones
diagnósticas entre salmón y trucha, mientras que no reconocen ninguna diana
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de restricción en la secuencia de palometa. La diana de restricción de Eco RV
(GAII-ATC) no se encuentra en las secuencias de trucha y palometa, que
presentan en su lugar GACAT(T!C). Paralelamente, la diana de restricción
para la enzima Taq 1 (1f4-CGA) presente en los productos de PCR de trucha,
no aparece en la secuencia de salmón donde se sustituye por CCGT ni en las
de palometa, que presentan QCG(A/Q en su lugar. Por otro lado, la diana de
restricción para la enzima Nsp 1 (PuCATGÁ-Py) solo se encuentra en las
secuencias de palometa , y no aparece en la secuencia de salmón, donde se
sustituye por ICACGC ni en la secuencia de trucha, que presenta CCATGC
(Figura 21). Los resultados obtenidos tras la digestión de los productos de
PCR corroboraron los pronósticos derivados del análisis de las secuencias, sin
que se pusiera de manifiesto polimorfismo intraespecífico entre las muestras
analizadas (Figuras 25, 26 y 27). Los resultados fueron idénticos tanto con
muestras de pescado frescas como ahumadas, a pesar que la integridad del
ADN obtenido de las muestras frescas era mayor que del obtenido de
muestras ahumadas. Estos resultados demuestran que la amplificación y
análisis de restricción (PCR-RFLP) de la región elegida del gen citocromo b
permite diferenciar claramente las muestras frescas y ahumadas de salmón
atlántico, de trucha arco iris y de palometa.
Otros investigadores han utilizado el análisis mediante PCR-RFLP del
gen citocromo b para la diferenciación de especies de pescado en conservas
de túnidos (Ram y col., 1996; Quinteiro y col., 1998), identificación de
especies de pescados planos (Céspedes y col., 1998, 1999) y para la
identificación de especies animales en carnes de aves y mamíferos (Chikuni y
col., 1994; Meyer y col., 1995). Para descartar perfiles de restricción
semejantes entre nuestras especies y especies de peces planos (Céspedes y
col., 1998), comprobamos que las enzimas Eco KV y Taq 1 no reconocían
dianas de restricción en las secuencias disponibles del lenguado (Solea solea),
solía (Pleuronectes platessa) y platija (Platichtysflesus).
La técnica de PCR-RFLP combina el poder de resolución con las
características de sencillez, rapidez y bajo coste, por lo que constituye una
alternativa interesante a las técnicas convencionales de identificación de
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especies de pescado basadas en el análisis de proteínas (Annstrong y col.,
1992; Gallardo y col., 1995; LeBlanc y LeBlanc, 1994; Osman y col., 1987;
Taylor y col., 1994a; Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto, 1993) y frente a las
técnicas de secuenciación de los productos de PCR. La principal limitación
encontrada a la técnica de PCR-RFLP está relacionada con el grado de
variación intraespecífica (Ram y col., 1996). Aunque en nuestro estudio no se
ha detectado variabilidad intraespecífica en las dianas de restricción utilizadas
para el diagnóstico, sería preciso analizar un número muy elevado de
muestras para garantizar su inexistencia y siempre sería posible encontrar
algún individuo que no presentara el perfil de restricción típico de su especie
debido a una mutación puntual en la secuencia diana. Este hecho, aunque es
poco probable que se produzca, requeriría el análisis de otros marcadores
específicos de especie.
V.2.6. DIFERENCIACIÓN DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMÓN, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GEN COII
De los 13 genes mitocondriales que codifican proteínas, los de las
subunidades de la citocromo oxidasa y el gen citocromo b son los más
conservados entre especies. Por el contrario, los genes que presentan mayor
variabilidad son los que codifican las subunidades de la AlPasa y de la
NADH deshidrogenasa (Meyer, 1993). Hasta donde llega nuestra
información, el gen de la subunidad II de la citocromo oxidasa (COTí) no se
ha empleado para la diferenciación de especies animales. Sin embargo, las
bases de datos GenBank y EMBL recogen algunas secuencias de este gen
pertenecientes al salmón atlántico y la trucha arco iris. La comparación de
dichas secuencias (L29771 de trucha arco iris, U12145 y L04501 de salmón
atlántico) mostró suficiente variabilidad interespecífica para utilizar el gen
COTí como marcador genético. Asimismo, las secuencias disponibles se
utilizaron para diseñar los cebadores CYTO- 1 y CYTO-2 (ver sección
111.2.4.2.2) que acotan un fragmento de 464 pb en las especies objeto de
análisis.
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Utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y los
cebadores CYTO-l y CYTO-2 se amplificó un único fragmento de 464 pb en
todas las muestras de salmón y trucha analizadas (Figura 28>, pero no se
consiguió amplificar el ADN de las muestras de palometa. La ausencia de
amplificación en esta especie puede corresponder a una hibridación deficiente
de los cebadores o bien a la degradación del ADN encontrada en dichas
muestras.
Las secuencias del gen COII obtenidas de los productos de PCR de
salmón y trucha se compararon entre sí y con las secuencias de salmón
(U12145 y L04501) y trucha (L29771) de la base de datos GenBank (Figura
31). La región secuenciada (428 nucleótidos, excluyendo los cebadores)
presentaba una homología del 91,3% entre ambas especies. La mayoría de los
cambios fueron transiciones (33), de los que sólo uno fue en posición 1 y otro
en posición 2, el resto se localizaron en el tercer nucleótido del codón de
traducción. Tres cambios (trausversión en posición 2 y transiciones en
posiciones 1 y 2) en los tripletes de la secuencia de nucleótidos se tradujeron
en dos cambios de aminoácidos entre las cadenas peptídicas codificadas en
ambas especies. Así, la secuencia de trucha codifica el aminoácido metionina
(-ATO-) mientras que la secuencia de salmón codifica lisina (-AAG-), y el
aminoácido valina (-GTG-) de la trucha cambia por treonina (-ACO-) en el
salmón (Figuras 32 y 33).
La variación intraespecífica entre las secuencias de los salmones fue
del 1,4% y consistió en una transición en la posición 2 de un codón y cuatro
transversiones en posiciones 2 y 3. Las secuencias de trucha mostraron una
variación intraespecífica ligeramente inferior a la de los salmones (1,2%) con
tres transiciones en posición 2 y tres transversiones en posiciones 2 y 3.
Las diferencias existentes en las secuencias de nucleótidos de los
fragmentos génicos de salmón y trucha amplificados, se pusieron de
manifiesto por la comparación detallada de sus mapas de restricción (Figuras
32 y 33). Las secuencias de salmón poseen una diana de restricción para la
enzima Nci 1 (CCI-CGG) que no está presente en las de trucha (CCAGG),
mientras que éstas poseen dos puntos de corte para la endonucleasa Sm, 3M
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(4-GATC) que no se encuentran en las secuencias de salmón (AATC y
GACC). La digestión de los productos de PCR del gen COII con las
endonucleasas seleccionadas pernútió diferenciar claramente las muestras de
salmón y trucha tanto frescas como ahumadas. La longitud de los fragmentos
de ADN resultantes es suficiente para permitir su separación completa y su
visualización mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa (Figura
34).
Teniendo en cuenta que no se ha detectado polimorfismo
intraespecífico entre las muestras de salmón y trucha en las dianas de
restricción analizadas en este trabajo, se puede afinnar que el análisis del gen
mitocondrial citocromo oxidasa II por la técnica de PCR-RFLP constituye una
herramienta sensible y fiable para la diferenciación específica de muestras
crudas y ahumadas de salmón atlántico y de trucha arco iris. La técnica es
aplicable para el análisis de muestras musculares así como de huevas frescas y
ahumadas. La interpretación inequívoca de los resultados puede apreciarse
visualmente sin la necesidad de un análisis informático de los mismos.
Las ventajas y limitaciones de la utilización de este marcador genético
son similares a las descritas para el gen citocromo b. Sin embargo, el hecho de
disponer de varios marcadores genéticos equivalentes para la diferenciación
de especies filogenéticamente próximas, como el salmón atlántico y la trucha
arco iris, es muy recomendable y puede aportar un soporte técnico adicional
ante instancias judiciales para demostrar la veracidad o inconección del
etiquetado de los productos pesqueros ofrecidos al consumidor.
V.2.7. DIFERENCIACIÓN DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMÓN, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GEN 16S ARNr
El ADNmt de los peces posee, como ocurre en otras especies animales,
dos genes que codifican subunidades de ARN ribosómico, uno de la
subunidad pequefla del ribosoma (12S ARNr) y otro de la subunidad grande
(165 ARNr). La variabilidad genética de estos genes se manifiesta en la
presencia tanto de sustituciones como de inserciones o deleciones de
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nucleótidos. Como sucede en los genes mitocondriales que codifican
proteínas, las transiciones son más frecuentes que las trausversiones,
especialmente entre especies filogenéticamente cercanas. Sin embargo, la
presencia de inserciones y deleciones es más frecuente en los genes
mitocondriales que codifican ARIN ribosómico que en aquellos que codifican
proteínas (Meyer, 1993), siendo más marcadas las diferencias de longitud en
el gen 16S ARNr que en el 128 ARNr.
El estudio de la variabilidad genética de los genes 125 ARiNr y 16S
ARNr se ha utilizado para valorar diferencias intraespecíficas entre
poblaciones de crustáceos (Kann y Wishner, 1996) y peces (Hall y Nawrocki,
1995; McGauley y Mulligan, 1995), y para conocer la distribución geográfica
y grado de hibridación de especies de mejillones (Rawson y Hilbish, 1995).
Así mismo, se han desarrollado técnicas de PCR-R?FLP de los genes 12S
ARNr y 168 ARNr para diferenciar especies de crustáceos (Bouchon y col.,
1994), moluscos (Borgo y col., 1996) y peces (Chow y col., 1993)
filogenéticamente cercanas. Igualmente, DeSaIle y Birnstein (1996),
diseñaron cebadores especie-específicos sobre los genes 12S y 165 RNAr
para diferenciar el caviar obtenido de tres especies distintas de esturión ruso
(Huso huso, Acipenser gueldenstaedt¡ y Acipenser siel/atus) mediante la
reacción de PCR.
Considerando los antecedentes citados y tomando como base las
secuencias del gen 165 ARNr de salmón atlántico (U12143) y trucha arco iris
(L2977 1) disponibles en las bases de datos, diseñamos los cebadores 165-1 y
16S-2 que hibridan en zonas conservadas del gen mitocondrial 165 ARNr de
salmón y trucha.
Los cebadores diseñados (168-1 y 168-2) amplificaron (ver sección
111.2.4.5.3) un fragmento de 950 pb del gen 165 ARNr a partir de muestras
frescas y ahumadas de salmón y trucha. Sin embargo, con las muestras de
palometa no hubo amplificación (Figura 36).
Estos resultados corroboran que el proceso de ahumado en frío del
salmón y la trucha no provoca una degradación del ADN que dificulte la
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amplificación de fragmentos con un tamaño cercano a 1 kb. Por el contrario,
la ausencia de amplificación en la palometa puede deberse a una deficiente
hibridación de los cebadores en esta especie o bien a que la degradación del
ADN obtenido de las muestras de palometa (Figura 18> impide la
amplificación de un fragmento del tamaño citado. Un fenómeno similar ha
sido descrito por otros investigadores que han comprobado cómo los ácidos
nucleicos se degradan durante el proceso de esterilización del pescado. Los
fragmentos de ADN obtenidos de muestras de pescado enlatado son
normalmente de tamaño inferior a unos cientos de pares de bases, lo que
detennina que sólo sea posible amplificar fragmentos muy cortos (100-200
pb) por la reacción de PCR (Unseid y col., 1995; Ram y coL, 1996; Rehbein y
col., 1997).
Las secuencias del gen 16S ARNr obtenidas a partir de los productos
de PCR de salmón y trucha se compararon entre sí y con las secuencias de
salmón (U12143) y trucha (L29771) disponibles en la base de datos Genl3ank
(Figura 37). El porcentaje de homología entre las secuencias de las dos
especies (911 nucleátidos excluyendo los cebadores) fue de 95,2%,
diferenciándose en 44 nucleátidos. La variación intraespecifica fue del 1,2%
en los salmones y 0,9% entre las truchas.
La comparación de los mapas de restricción de los fragmentos del gen
16S ARNr de salmón y trucha amplificados (Figuras 38 y 39) sirvió para
identificar varias endonucleasas de restricción que diferenciaban
especificamente los productos de PCR de ambas especies. De ellas se
seleccionaron dos (Hpa 1 y Bst Fil) siguiendo criterios de especificidad y
disponibilidad comercial.
Mediante la digestión de los productos de PCR del gen 16S ARNr de
muestras frescas y ahumadas de salmón y trucha con las enzunas Hpa 1 y J3st
Fil se confirmó la idoneidad de las dianas de restricción seleccionadas para la
diferenciación de estas dos especies (Figura 40) y no se detectó polimorfismo
intraespecífico en las muestras analizadas. Se analizaron tanto muestras
musculares como muestras de huevas frescasy ahumadas.
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El tamaño de los fragmentos amplificados del gen 165 ARNr (950 pb)
era muy adecuado para la identificación de especies por PCR/RFLP. Las
ventajas de trabajar con productos de PCR de gran longitud en comparación
con otros de menor tamaño, como el citocromo b (358 pb), incluye la
posibilidad de identificar un elevado número de puntos de restricción
específicos de especie que se detecten fácilmente por electroforesis en geles
de agarosa. Además, a pesar de que el gen citocromo 1, ha sido muy utilizado
en estudios de poblaciones y estudios filogenéticos de diferentes grupos de
peces, para otras aplicaciones como la identificación de especies
estrechamente relacionadas, puede resultar más útil trabajar con genes que
evolucionan más rápidamente como el ND2 y los de la ATPasa 6 y 8 o los
genes ribosomales (McGauley y Mulligan, 1995). Sin embargo, el éxito de la
amplificación de fragmentos génicos grandes está condicionado por la
posibilidad de extraer ADN de elevado tamaño molecular a partir de las
muestras tisulares analizadas.
V.2.8. DIFERENCIACION DE MUESTRAS FRESCAS Y AHUMADAS
DE SALMÓN, TRUCHA Y PALOMETA MEDIANTE PCR-
RFLP DE UN FRAGMENTO DEL GENp53
En el estudio genético de especies y poblaciones, una de las opciones
es el análisis de marcadores nucleares monocopia. Para ello se pueden elegir
cebadores diseñados en exones conservados que amplifiquen uno o varios
intrones de longitud variable, como por ejemplo el gen de la aldolasa o la
histona H2AF (Síade y col,, 1993), o bien se pueden amplificar exones
hipervariables, como los que codifican el lugar de unión de los anticuerpos
con los determinantes antigénicos (Lessa y Applebaun, 1993). El gen pS3
pertenece al primero de los grupos citados. Estudios filogenéticos han
demostrado que la proteína supresora de tumores p53 tiene cinco dominios
muy conservados en el curso de la evolución (Mayr y col., 1995) y que
determinadas mutaciones en la región central de esta proteína están
relacionadas con la presentación de tumores en todas las especies estudiadas
(Vogelstein y Kinzler, 1994; Bucher y col., 1996). Debido al interés que
suscita este gen supresor de tumores en la genésis del cáncer, su secuencia se
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ha estudiado en numerosas especies animales y se ha comprobado que está
compuesto por 11 exones muy conservados en todas las especies, pero los
intrones que los separan muestran una divergencia interespecífica
considerable (Kusser y col., 1994).
Este hecho facilita el diseño de cebadores universales que, basados en
la secuencia de nucleótidos de los exones, permiten amplificar regiones que
varian en longitud según las especies. Basándonos en los cebadores diseñados
por Kusser y col. (1994) para amplificar los exones 5 a 9 de la trucha arco iris,
elegimos los cebadores pS3-5 y p53-7 para amplificar los exones 5 y 6 en
trucha, salmón y palometa con el objetivo de apreciar si existían diferencias
en la longitud y en los perfiles de restricción obtenidos a partir del ADN de
estas especies.
Con los cebadores p53-5 y pS3-7 se amplificó un fragmento de 532 pb
en todas las muestras de salmón y de 518 pb en las muestras de trucha
analizadas (Figura 42). Sin embargo, no se observó amplificación con las
muestras de palometa. La ausencia de amplificación en la palometa sorprende
si se tiene en cuenta la estrategia utilizada para el diseño de los cebadores. Sin
embargo, otros investigadores han encontrado dificultades similares al tratar
de amplificar en distintas especies y con cebadores universales genes como el
de la mioglobina, la histona H2AF (Síade y col., 1993) o la insulina (Lessa y
Applebaun, 1993), cuyos exones son también muy conservados. Entre las
explicaciones aportadas por estos investigadores destaca la posible existencia
de intrones demasiado largos que pueden dificultar o incluso impedir la
amplificación, especialmente si la integridad del ADN de partida no es
excelente.
Aunque la longitud de los productos de PCR obtenidos de salmón y
trucha difería en algunos pares de bases, su movilidad electroforética era
similar y solamente apreciable en geles de agarosa cuando las condiciones de
la separación electroforética eran óptimas. Por ello, se recurrió a digerir los
productos de PCR de ambas especies con enzimas de restricción.
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Las secuencias del gen p53 obtenidas de los productos de PCR de
salmóny trucha se compararon entre sí y con la secuencia de trucha publicada
por Kusser y col. (1994) (Figura 43). La región secuenciada mostró una
homología entre ambas especies del 88,1% en la región del intrón, y del
95,7% en los dos exones (excluyendo los cebadores). Las diferencias
encontradas entre las secuencias del gen p53 de salmón y trucha implicaron
un único cambio aminoacídico al verse afectado el primer nucleótido del
triplete de traducción. La mayoría de las diferencias interespecíficas
detectadas fueron transiciones (A<->G o C<->T). Asimismo, todas las
deleciones (una en la secuencia de salmón y dieciseis en la secuencia de
trucha) se localizaron en el intrón, salvo una deleción en la secuencia de
trucha que se encontró en el exón 6.
El análisis de restricción de los fragmentos del gen pS3 amplificados
por PCR se llevó a cabo con las endonucleasas Eco RV, Hínf 1 y Taq 1,
elegidas tras comparar los mapas de restricción de ambas especies (Figuras 44
y 45).
Como muestran las Figuras 46 y 47, las tres enzimas utilizadas
permiten discriminar los productos de PCR de las muestras de salmón y
trucha. La endonucleasa Eco RV reconoció una diana en las secuencias de
trucha originando dos fragmentos de 156 pb y 362 pb, pero no cortó los
productos de PCR de salmón. Por el contrario, las enzimas Hinf 1 y Taq 1 no
cortaron los productos de PCR de trucha, pero sí reconocieron una diana de
restricción en los productos de PCR de salmón, originando ftagmentos de 185
pb y 347 pb en el caso de Hinf 1 y dos fragmentos dc 267 pb y 265 pb la
enzima Taq 1. En consecuencia, aunque la separación electroforética de los
productos de PCR de salmón y trucha permite diferenciar estas especies
directamente, la digestión con Eco RV y una de las dos enzima que cortan al
salmón (Hinf 1 o Taq 1), proporciona una confirmación adicional de la
identidad del fragmento génico amplificado y facilita la identificación de
especies.
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‘¿2.9. UTILIZACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL 5S ADNr COMO
MARCADOR GENÉTICO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE
ESPECIES DE PESCADO
Tanto los genes que codifican el SS ARNr, como su producto, el
componente pequeño de ARN de la subunidad grande del ribosoma, han sido
objeto de numerosas investigaciones para el estudio de relaciones
filogenéticas (1-Ion y Osawa, 1987; Pavesi y col., 1997). Mientras en los
organismos procanotas y en los eucanotas inferiores los genes del SS ARNr
se localizan junto al resto de genes de ARNr, en los organismos superiores los
genes SS ARNr no están unidos a los demás ADNr sino que se organizan
como unidades repetitivas independientes en una o varias localizaciones del
genonia.
El SS ADNr comprende en los encariotas superiores una secuencia
codificante muy conservada de 120 pb (SS ARNr) y una región espaciadora
que no se transcribe (NTS). Esta unidad se repite consecutivamente en forma
de tándem. La longitud del espaciador NTS no supera la longitud que se
puede amplificar por la reacción de PCR (hasta 2-3 Kb) y nonnalmente es
específica de especie (Little y Braaten, 1989).
Pendas y col. (1994) diseñaron una pareja de cebadores basándose en
la región conservada SS ARNr de trucha arco iris (Komiya y Takemura,
1979) para amplificar dos o más unidades repetitivas consecutivas del gen en
salmón atlántico, irucha común y trucha arco iris. Los cebadores disellados
(55-1 y 58-2) corresponden a los nucleátidos 21-1 y 24-45 de la región
codificante SS ARNr y al ser divergentes, amplifican todo el 55 ADNr (la
región codificante más el espaciador NTS) siempre que se encuentren al
menos dos unidades repetidas en tándem. Estos investigadores no observaron
variabilidad intraespecifica en el tamaño del fragmento amplificado cuando
analizaron 24 individuos de 10 poblaciones de salmón atlántico y 20
individuos de 10 poblaciones de trucha común. Tampoco detectaron
polimorfismo en las secuencias digiriendo los productos de PCR con diez
enzimas de restricción distintas (Nde II, Eco Rl, Ram HL Aya ~ Xba, 1, Pal 1,
HindIIl>,AluI, TaqI,DraIyRgl 1).
Discusión 223
En nuestro trabajo hemos utilizado los cebadores 55-1 y 5S-2 para
amplificar el gen 55 ARNr a partir de muestras de salmón, trucha y palometa
ahumadas. Los resultados obtenidos (Figura 48) a partir de muestras de
salmón ahumado corroboran los descritos por Pendas y col. (1995) a partir de
salmón fresco y dieron lugar a dos fragmentos de 256 pb y 525 pb
aproximadamente. A partir de las muestras de trucha ahumada se
amplificaron dos fragmentos de 294 ph y 350 pb aproximadamente y,
fmalmente, los productos de PCR de palometa ahumada contenían dos
fragmentos amplificados de 450 pb y 550 pb aproximadamente. La
amplificación del gen SS ARNr en muestras de palometa ahumada utilizando
los cebadores diseñados a partir de secuencias de trucha, confirma el alto
grado de conservación interespecitica del citado gen. La secuenciación de los
fragmentos amplificados permitió comprobar que efectivamente
correspondían al gen SS ARNr y que comprendían la mayor parte de la región
codificante conservada más un espaciador de tamaño y secuencia diferente en
cada una de las especies (Figura 49).
La obtención de fragmentos de ADN de distinta longitud según las
especies era un resultado esperado si se consideran los resultados de otros
investigadores que han estudiado el SS ADNr en Xenopus laevis (Miller y
Brownlee, 1978; Miller y col., 1978) crustáceos (1-lendriks y col., 1986;
Bagshaw y col., 1987; Pellicia y col., 1998) y peces como los salmónidos
(Komiya y Takemura., 1979; Pendas y col., 1994, 1995), la tenca, Tinca tinca
(Denis y Wegnez, 1977>, la carpa (Muralcami y Fujitani, 1998) y algunos
coregónidos (Sajdak y col., 1998). La presencia de varias bandas de
amplificación en una misma especie puede tener dos orígenes: la existencia en
el individuo de unidades repetitivas del 55 ADNr con espaciadores diferentes
o la amplificación de varias unidades consecutivas del SS ADNr del mismo
tamaño. En nuestro caso solo se ha secuenciado una de las obtenidas en cada
especie, pero el tamaño de las bandas no se conesponderia con la hipótesis de
la amplificación de múltiplos de la unidad básica sino con la existencia de al
menos dos espaciadores de distinta longitud en cada especie. En el caso del
salmón, Pendas y col. (1994) comprobaron por técnicas de donación,
secuencíación e hibridación con sondas fluorescentes que, efectivamente, las
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dos bandas contienen espaciadores distintos y que cada una de las unidades
repetitivas se encuentra en una localización diferente del genoma.
El polimorfismo del gen SS ARNr constituye, por tanto, un marcador
genético nuclear especifico de especie y su amplificación es un procedimiento
sencillo para la identificación de especies de pescado en productos frescos y
ahumados silo comparamos con otras técnicas como el análisis de proteínas o
el polimorfismo en la longitud de los ftagmentos de restricción de productos
de PCR (PCR-RFLP). Además, el polimorfismo interespecífico observado en
el SS ADNr se considera una herramienta muy útil en estudios taxonómicos y
de evolución (Pendas y col., 1995; Murakami y Fujitani, 1998; Pellicia y col.,
1998).
VI. CONCLUSIONES
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1. La diferenciación inniunológica de salmón atlántico (Salmo salar), trucha
arco iris (Oncor/¡ynchus mykiss) y palometa (Brama rail) se ha conseguido
utilizando anticuerpos policlonales obtenidos frente a las proteínas
musculares solubles de salmón ahumado (anti-PSS), trucha ahumada (viti-
PST) y palometa ahumada (anti-PSP). Los anticuerpos policlonales,
neutralizados con los extractos antigénicos heterólogos, se han utilizado en
dos formatos de las técnicas inmunoenzimáticas (ELISA), para la
identificación rápida de muestras frescas y ahumadas de salmón, trucha y
palometa.
2. Se han utilizado cinco marcadores genéticos (citocromo b, COII, 16S
ARNr, p53 y 55 ADNr) que permiten identificar específicamente el
salmón atlántico y la trucha arco iris en muestras frescas y ahumadas. Con
dos de los marcadores citados (citocromo b y SS ADNr) se ha conseguido
identificar también las muestras de palometa ahumada.
Con los genes citocromo b, citocromo oxidasa II, 165 ARNr ypS3 se
amplificaron fragmentos génicos específicos mediante la reacción en
cadena de la polimerasa. La restricción de los fragmentos amplificados con
las endonucleasas seleccionadas en este trabajo ha permitido diferenciar e
identificar específicamente muestras de salmón, trucha y palometa, tanto
frescas como ahumadas, por el tamaño de las bandas electroforéticas
obtenidas en geles de agarosa. Con el marcador genético nuclear SS ADNr,
la diferencia de longitud de los fragmentos amplificados por PCR permitió
la identificación de las especies mencionadas, sin necesidad de recurrir a la
digestión con endonucleasas de restricción.
VII. TRABAJO FUTURO
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Los resultados de este trabajo indican que la utilización de anticuerpos
policlonales (anti-PSS, anti-PST y anti-PSP) frente a proteínas solubles de
salmón, trucha y palometa ahumados, permite la diferenciación de dichas
especies mediante el desarrollo de técnicas inmunoenzimáticas (ELISA)
adecuadas. No obstante, la disponibilidad de los anticuerpos policlonales está
condicionada a su obtención in vivo a partir de animales de experimentación.
Esta limitación induce a pensar en el empleo de anticuerpos monoclonales
con el mismo fin.
En los últimos años se han publicado diversos trabajos de investigación
que utilizan anticuerpos monoclonales para la diferenciación de especies de
pescado (Lundstrom, 1984; An y col., 1990; Huang y col., 1995). La
obtención de anticuerpos monoclonales (Kóhler y Miilstein, 1975) permite
obtener clones de células hibridas o hibridomas que producen, de forma
continua e ilimitada, anticuerpos monoespecíficos de actividad biológica
conocida y especificidad constante. Como inmunógenos pueden emplearse las
proteínas musculares solubles de las especies de interés (Martín y col., 1988;
Huang y col., 1995), aunque la utilización de inmimógenos más específicos
contribuye a garantizar la obtención de hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales que diferencien especies fliogenéticamente próximas. En este
sentido, es posible emplear proteínas musculares específicas de cada especie
(Morales y col., 1993; García y col., 1994) o péptidos sintéticos específicos de
especie, seleccionados mediante la comparación de las secuencias de
aminoácidos de determinadas proteínas de las especies de interés (Roliand y
col., 1993). Asimismo, considerando que las proteínas están codificadas
genéticamente por el ADN, la comparación y búsqueda de secuencias
peptídicas específicas puede basarse en el estudio de secuencias de ADN o
ARN mensajero disponibles en las bases de datos especializadas como EMBL
o GenBank.
De las numerosas protemas inmunógenas que pueden presentar
epítopos específicos de especie, en este proyecto se propone la utilización de
la creatin-quinasa, la actina o la hormona del crecimiento.
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La creatin-quinasa (CK) es una fosfagen-ATP fosfotransferasa propia
de los vertebrados, cuyas fimciones son equivalentes a las de otras fosfagen
quinasas de los invertebrados. Estas enzimas catalizan la transferencia
reversible de los grupos fosfato entre el trifosfato de adenosina (ATP) y la
guanidina. Los animales vertebrados poseen únicamente fosfocreatina como
fosfageno por lo que su única fosfagen-quinasa es la creatinquinasa (CK),
mientras que en los animales invertebrados existen otras fosfagenquinasas:
argininquinasa (AK), glicociaininquinasa (GK), taurocianiinquinasa (1K) y
lombricinquinasa (LK). La mayoría de las AKs son monómeros de 40 KDa, a
diferencia del resto de fosfagenquinasas, CK, GK, y LK que son dímeros u
octámeros. Actualmente se conocen las secuencias de nucleótidos yio de
aminoácidos de fosfagen-quinasas procedentes de varias especies de
invertebrados (Suzuki y Fun¡kohri, 1994; France y col., 1997; Suzuki y col.,
1997, 1998) y vertebrados (Kwiatkowski y col., 1984; Ordahí y col., 1984;
Putney y col., 1984; West y col, 1984; Hossle y col., 1986, 1988; Perryman y
col., 1986; Villarreal-Levy y col,, 1987; Wothe y col., 1990). La comparación
de las secuencias disponibles pone de manifiesto la existencia de fragmentos
específicos, pero también de fragmentos muy conservados que resultan
adecuados para el diseño de cebadores universales para amplificar por PCR
cualquier fosfagen-quinasa (Suzuki y Furokolui, 1994). En consecuencia,
proponemos la utilización de cebadores basados en secuencias conservadas de
las fosfagen-quinasas para amplificar por PCR los genes que codifican la
creatinquinasa de salmón, trucha y palometa. Posteriormente se analizarán las
secuencias obtenidas y se diseñarán péptidos específicos de cada especie con
el fin de utilizarlos como imnunógenos.
Otra proteína interesante en la obtención de anticuerpos monoclonales
es la actina, una de las más abundantes y mejor estudiadas de los organismos
eucariotas (Pollard y Cooper, 1986). Las actinas de los vertebrados se dividen
en tres tipos: alfa-actinas, que se encuentran en el tejido muscular, y beta- y
gamma-actinas, que constituyen el citoesqueleto de la mayor parte de las
células. Las actinas musculares y no musculares de los vertebrados son
protemas muy conservadas, pero muestran diferencias características en sus
secuencias de aminoácidos (Vandekerckhoe y Weber, 1984). Asimismo, se ha
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comprobado que las principales diferencias entre especies se encuentran en
los cinco primeros aminoácidos del extremo amino-terminal de la alfa-actina
(Kabsch y col., 1990). Watabe y col. (1995) obtuvieron y compararon la
secuencia de nucleótidos y aminoácidos a partir del ADNc que codifica la a-
actina de la carpa, y del carpín, Carassius auratus, comprobando que difieren
en dos aminoácidos del extremo N-terminal.
Estos resultados indican que probablemente se encontrarán péptidos
específicos de especie en la región amino terminal de la alfa-actina de salmón,
trucha y palometa frente a los que obtener anticuerpos monoclonales
adecuados para la identificación de estas especies.
Como tercera opción proponemos utilizar como inmunógeno la
hormona del crecimiento. FI gen que codifica la hormona del crecimiento
(Gil) se ha estudiado y secuenciado en varias especies animales (Barta y col.,
1981; DeNoto y col., 1981; Woychik y col., 1982; Vize y Wells, 1987,
Agellon y col., 1988), observándose diferencias en la secuencia peptídica
entre especies relacionadas como Salmo y Oncorhynchus (Agellon y col.,
1988; Johansen y col., 1989; Devlin, 1993; McKay y col., 1996>. Las
diferencias apreciadas permitirán seleccionar fragmentos imnunógenos
adecuados para la identificación de especies.
Los inmunógenos seleccionados como consecuencia de la comparación
de las proteínas propuestas, se mocularán en ratones Balb/c, cuyo bazo
hiperininune se empleará en la obtención de hibridomas que produzcan
anticuerpos monoclonales específicos para cada especie. Estos anticuerpos se
emplearán en el desarrollo de técnicas inmunoenzimáticas ELISA.
La utilización de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
asociada o no a la secuenciación de los fragmentos amplificados y/o al
análisis de la longitud de los fragmentos de restricción (PCR-RFLP) ha
permitido, como ya se ha descrito en este trabajo, la diferenciación de
muestras frescas y ahumadas de salmón, trucha y palometa. Además de estas
técnicas, se están aplicando otros marcadores genéticos (RAPD, PCR-SSCP,
secuencias repetitivas de ADN cromosómico, PCR múltiple, etc.) a la
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identificación de especies próximas y poblaciones de una misma especie
(Rehbein y col., 1999a, 199b). La elección del marcador “ideal” depende de
las características de la especie a estudiar y su interacción con el tipo de
marcador elegido (Ferguson y Danzmann, 1998). De hecho, la combinación
de un marcador mitocondrial y otro nuclear parece ser lo más eficaz (Ward
and Grewe, 1994).
Recientemente, en la identificación de especies y poblaciones, la
atención se ha centrado en el estudio de determinadas secuencias repetitivas
de ADN. Distribuidos por todo el genoma de los organismos eucariotas
existen bloques de secuencia similar o idéntica, entre los que se incluyen
fbmilias multigénicas, como las que codifican las subunidades de ARN
ribosómico, y también otros tipos de secuencias como satélites, minisatélites y
niicrosatélites. El polimorfismo de estas secuencias se demostró a finales de
los años 80 (Tautz, 1989; Weber y May, 1989) y se ha comprobado que
muestran homogeneidad dentro de una misma especie o población y al mismo
tiempo ima gran variabilidad interespecífica o entre poblaciones distintas. Por
ello se consideran marcadores genéticos ñtiles para la identificación de
especies o poblaciones y para determinar las relaciones filogenéticas entre
especies estrechamente relacionadas (Quinn y col., 1992; Murata y col, 1993;
Wijers y col., 1993; Minino y col., 1995; Takasaki y col., 1996; Murakami y
Fujitani, 1997a, 1997b).
El estudio del polimorfismo de mini y microsatélites en un lotus
determinado se basa en la especificidad de las secuencias de nucleótidos que
bordean el locus y en las variaciones del número de repeticiones de la unidad
básica. Es necesario conocer las secuencias de nucleótidos de los fragmentos
de ADN que bordean el locus para diseñar cebadores que permitan su
amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa (Jeffreys y col.,
1994) y así comprobar el número de repeticiones de la unidad básica
presentes en dicho lotus en los individuos de una determinada especie o
población. Precisamente la posibilidad de amplificación por PCR y la
facilidad para diferenciar alelos han sido determinantes en la generalización
del uso de microsatélites como marcadores genéticos.
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Actualmente se dispone de cebadores para amplificar microsatélites en
especies como el salmón atlántico (Bentzen y col., 1991; Slettan y col., 1993),
trucha común (Estoup y col., 1993), trucha arco iris (Monis, 1993; Sakamoto
y col., 1994), eglefino (Angers y col., 1995) o bacalao (Brooker y col., 1994>.
El nivel de heterocigosidad encontrado en los microsatélites, y en particular
en las secuencias de dinucleótidos (GT)n y (AC)n, es muy elevado, por lo que
se han utilizado en la diferenciación de poblaciones con niveles bajos de
variación del ADN mitocondrial.
Conviene señalar que los cebadores empleados en una especie para
amplificar determinados microsatélites pueden hibridar correctamente con el
ADN de individuos pertenecientes a géneros o especies estrechamente
relacionadas (Estoup y col., 1993). Esta característica de los microsatélites
resulta muy útil cuando se buscan marcadores capaces de identificar especies
animales. Sin embargo, el elevado polimorfismo intraespecífico de la mayoría
de los microsatélites estudiados constituye un inconveniente para la
diferenciación interespecifica, donde interesan marcadores de especie y no de
individuos de una población.
Como complemento de las técnicas genéticas desarrolladas en esta
tesis doctoral para la diferenciación de salmón, trucha y palometa,
consideramos que el estudio y utilización de mini y microsatélites en estas
especies puede tener un gran interés práctico y ser aplicable a la identificación
de un mayor número de especies de interés comercial.
Aunque se han descrito microsatélites tanto en el salmón atlántico
(Bentzen y col., 1993; Bentzen y Wright, 1993; McConnell y col., 1995;
Tessier y col., 1995; Taggart y col., 1995; Slettan y col., 1997; Goodier y
Davidson, 1998) como en la trucha arco iris (Sakamoto y col., 1994; Taylor,
1995; Monis y col., 1996; Otonneil y col., 1997), hasta donde llega nuestra
información no se ha estudiado su presencia en la palometa.
VIII. RESUMEN
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El procesado de los productos de la pesca en alimentos transformados,
como el salmón, la trucha o la palometa ahumados, implica la pérdida de las
características anatómicas de los pescados y en consecuencia dificulta la
identificación de las especies empleadas como materia prima en su
elaboración. La exigencia de la nonnativa legal vigente (Real Decreto
331/1999 de 26 de febrero, B.O.E. número 66, de 18 de marzo de 1999) en
cuanto a la presencia en el etiquetado de los productos pesqueros frescos,
refrigerados o cocidos, del nombre comercial y científico de la especie de que
se trata, justifica el desarrollo de técnicas que pennitan la identificación de
especies en dichos productos de una manera eficaz, rápida, económica y con
rigor científico. En este trabajo hemos utilizado dos tipos de técnicas cuya
aplicación al análisis de alimentos ha experimentado un gran auge en los
últimos años técmcas mmunológicas y técnicas genéticas.
Las aplicaciones de las técnicas inmimológicas, especialmente las
técnicas inmunoenzimáticas (ELISA), a la diferenciación de especies de
animales de abasto en carne y productos cárnicos (Patterson, 1985; Castro y
col., 1990; Martín y col., 1991> y en leche y productos lácteos (García y col.,
1990; Rodríguez y col., 1993; Levieux y Venien, 1994) son muy numerosas.
Actualmente se dispone de kits comerciales para la identificación de especies
en mezclas cárnicas y lácteas, asi como para la detección de proteínas de
origen cárnico o lácteo en otros productos alimenticios. Sin embargo, la
aplicación de estas técnicas a la identificación de especies de pescado y
marisco es escasa. Las aplicaciones disponibles con este obletivo se limitan al
desarrollo de algunas técnicas inmunológicas para la identificación de
sardinas enlatadas (Taylor y col., 1994a), bacalao y halibut (Domínguez y
col., 1997>, langostinos (An y col., 1990>, y cangrejo en derivados del surimi
(Verrez-Bagnis y Escriche-Roberto, 1993). Sin embargo, hasta donde llega
nuestra infonnación, en esta tesis doctoral se aborda por primen vez la
obtención de anticuerpos frente a las proteínas de salmón, trucha y palometa y
el desarrollo de técnicas ELISA para su diferenciación en productos de la
pesca frescos y procesados. La obtención de inmunosueros frente a las
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proteínas musculares solubles de salmón, trucha y palometa, de los que se han
eliminado por neutralización las imnunoglobulinas responsables de la
apanción de reacciones cruzadas, nos ha pemiltido desarrollar dos formatos
de las técnicas ELISA para la identificación de las especies citadas (Carrera y
col., 1996; 1997).
Las proteínas musculares solubles de pescado se pueden desnaturalizar
por calor y los cambios estructuralés resultantes afectan a la capacidad de los
anticuerpos para reconocer las proteínas utilizadas como antígenos. Sin
embargo, el ahumado en frío es un proceso en el que el pescado alcanza
temperaturas inferiores a los treinta grados centígrados y los resultados
alcanzados en este trabajo han permitido comprobar que la
inmunorreactividad de las proteínas musculares solubles no se ve afectada por
el procesado en dichas condiciones.
Debido a su sensibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste, las
técnicas ELíSA que hemos desarrollado son apropiadas para su utilización
como pruebas de campo. Esto hace que sean de gran interés para la inspección
e identificación de especies.
Aunque las técnicas ininunológicas no se han aplicado asiduamente al
análisis de pescados y mariscos, la situación es distinta en el caso de las
técnicas genéticas.
En la década de los ochenta se desarrollaron técnicas muy eficaces para
la amplificación y secuenciación del ADN que rápidamente se ditlmdieron a
todos los laboratorios de investigación genética. Este hecho permitió avanzar
en el conocimiento de la estructura, localización y regulación de la expresión
de numerosos genes. Asimismo, a principios de los noventa se impulsó el
desarrollo de proyectos muy ambiciosos sobre la secuenciación de genomas
completos, como el genoma humano (constituido por alrededor de 10<1000
genes y 3.000 millones de pares de bases) y otros genomas menos complejos
entre los que se incluyen la bacteria Escheflchia colí <tres millones de pares
de bases), la levadura Saccharomyces cerevísiae (14 millones de pares de
bases), la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (165 millones de pares
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de bases) y el ratón Mus musculus (3.000 millones de pares de bases). A
medida que aumenta el número de secuencias disponibles en diversos
organismos, la comparación de genes pennite establecer homologías y facilita
la búsqueda, amplificación y secuenciación de genes homólogos en especies
distintas.
La gran cantidad de información sobre secuencias de ADN vertidas en
las bases de datos durante la última década alcanza también a varias especies
de peces. La mayor parte de los estudios genéticos en peces tiene, sin
embargo, objetivos diferentes de la identificación de especies y están
encaminados principalmente al estudio de relaciones filogenéticas, estructura
de poblaciones y migraciones de determinadas especies (Lockwood y col.,
1993; Rosel y Block, 19%; Carney y col., 1997; Lu y col., 1997). No
obstante, el conocimiento generado en dichos estudios y en otros realizados
en especies animales alejadas de los peces, permiten seleccionar fragmentos
de ADN con un grado de variabilidad intra- e interespecítica adecuada para la
diferenciación de especies piscícolas filogenéticamente próximas. En este
sentido, los trabajos publicados hasta el momento con el objetivo de la
identificación genética de especies de pescado y marisco de interés comercial,
se basan principalmente en el análisis de las secuencias de nucleátidos de
fragmentos del ADN mitocondxial amplificados por PCR utilizando cebadores
universales (Bartlett y Davidson, 1992). Mediante la comparación de las
secuencias correspondientes a un fragmento conservado del gen mitocondrial
citocromo 1’ se han conseguido identificar varias especies de escómbridos
frescos y enlatados (Bartlett y Davidson, 1991; Finnerty y Block, 1995;
Unseld y col., 1995; Quinteiro y col., 1998) y salmónidos (Lockwood y col.,
1993; iNielsen y col., 1994). Sin embargo, la secuenciación es un método de
análisis laborioso y caro y se han tratado de buscar otras alternativas para
detectar la variabilidad de fragmentos de ADN sin necesidad de obtener las
secuencias de nucleótidos.
Una alternativa a la secuenciación consiste en el análisis del
polimorfismo de los fragmentos de restricción (RFLP) de los productos de la
amplificación del ADN obtenidos mediante la reacción en cadena de la
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poliinerasa. Esta técnica, con gran capacidad discriminatoria para la
identificación de especies animales, se ha utilizado para la diferenciación de
especies de peces planos (Céspedes y col., 1998, 1999), túnidos (Ram y col.,
1996; Quinteiro y col., 1998) y anguilas (Tagliavini y col., 1995), y es mucho
más sencilla y menos costosa que la secuenciación y el análisis de la
secuencia de nncleótidos. La técnica de PCR-RFLP se ha empleado en esta
tesis doctoral para la diferenciación de salmón, trucha y palometa (Carrera y
col., 1998, 1999a, 1999b).
La amplificación porPCR de los genes citocromo b, citocromo oxidasa
II y 16S ARNr dio lugar a bandas eleciroforéticas del mismo tamaño en las
diferentes especies de pescado. Sin embargo, una vez analizadas las
secuencias de nucleótidos de los fragmentos amplificados en cada especie, se
identificaron diferencias especie-específicas que se podían poner de
manifiesto mediante la digestión con endonucleasas apropiadas. En
consecuencia, la técnica de PCR-RFLP permitió obtener perfiles específicos
de especie para salmón, trucha y palometa utilizando el gen citocromo b
amplificado con cebadores universales. Asimismo, el diseño sobre secuencias
de salmón y trucha de los cebadores utilizados en la amplificación de los
genes citocromo oxidasa II y 16S ARNr ha resultado muy útil para la
diferenciación de dichas especies por PCR-RFLP, aunque no permitieron
amplificar los genes citados a partir del ADN de palometa debido a la
especificidad de los cebadores o a la degradación observada en el ADN
obtenido de las muestras de esta especie.
Una segunda alternativa a la secuenciación utilizada en este trabajo
para diferenciar especies de pescado filogenéticamente próximas consiste en
la selección de regiones del ADN cuya amplificación con un mismo par de
cebadores da lugar a fragmentos de distinta longitud en cada especie. La
diferenciación de especies se realiza mediante la visualización directa de
dichos fragmentos en geles de agarosa, sin necesidad de digerirlos con
enzimas de restricción. Es el caso de la amplificación de los genes nucleares
P53 Y ~S ARNr. Sin embargo, la diferencia en el tamaño de los fragmentos
amplificados con el gen p53 fue tan pequeña entre las especies estudiadas,
Resumen 238
que consideramos oportuno, para una mejor diferenciación, someter dichos
fragmentos auna digestión con endonucleasas de restricción.
De los dos genes nucleares empleados en este trabajo, el SS ADNr
resultó útil para la diferenciación de las tres especies analizadas, salmón,
trucha y palometa, mientras que el gen p53 únicamente permitió la
diferenciación de salmón y trucha. La ausencia de amplificación del gen p53
en la palometa puede ser consecuencia de la degradación del ADN sufrida por
las muestras de esta especie durante el procesado y la manipulación del
pescado, aunque también podría ser consecuencia del carácter monocopia de
este gen y de la longitud del intrón 5 en la palometa, cuyo tamaño se
desconoce y pudiera exceder la longitud apropiada para su amplificación.
Finalmente, la pregunta que surge es si las técnicas de PCR y PCR-
RFLP pueden competir con las técnicas actualmente disponibles para la
diferenciación de especies de pescado. Si la demanda continúa, lo cual es
previsible teniendo en cuenta las exigencias legislativas del etiquetado, pronto
podremos ver métodos más rápidos para la extracción del ADN de las
muestras, miniaturización del formato de PCR e incluso la posibilidad de
aplicar esta técnica a nivel de campo. Por comparación podemos pensar en el
desarrollo espectacular de las técnicas ELISA. Hace unos 20 años, estas
técnicas se consideraron como una tecnología compleja que sólo podía
desanollarse en laboratorios de investigación muy equipados. Hoy día se han
desarrollado formatos tan simples que se utilizan incluso a nivel doméstico.
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